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略語表 
本論文においては、次の略語を用いた。 
COX-2：cyclooxygenase-2 (シクロオキシゲナーゼ-2) 
DAI：disease activity index (疾病活性指数) 
DSS：dextran sodium sulfate (デキストラン硫酸ナトリウム) 
Hsp：heat shock protein (熱ショックタンパク質) 
IBD：inflammatory bowel disease (炎症性腸疾患) 
IB-：inhibitor of NF-B -抑制性 NF-B 複合体因子) 
iNOS：inducible nitric oxide synthase (誘導型一酸化窒素合成酵素) 
IL-8：interleukin-8 (インターロイキン-8) 
La：Lactobacillus acidophilus (ラクトバシルス・アシドフィルス) 
Lc：Lactobacillus casei (ラクトバシルス・カゼイ) 
Lg：Lactobacillus gasseri (ラクトバシルス・ガセリ) 
Lp：Lactobacillus plantarum (ラクトバシルス・プランタラム) 
Lr：Lactobacillus reuteri (ラクトバシルス・ロイテリ) 
LPS：lipopolysaccharide (リポ多糖) 
MIP-2：macrophage inflammatory protein-2 (マクロファージ炎症性タンパク質-2) 
MPO：myeloperoxidase (ミエロペルオキシダーゼ) 
NF-B：nuclear factor-B (核内転写因子-B) 
ODN：oligodeoxynucleotide (オリゴデオキシヌクレオチド) 
PMA：phorbol 12-myristate 13-acetate (13-酢酸 12-ミリスチン酸ホルボール) 
TLR：toll-like receptor (toll 様受容体) 
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第 1章 乳酸菌のゲノム DNAによる抗炎症作用の比較および作用機構の解明 
 
諸言 
 
 ヒトの腸管には、300 – 500種類からなる 1013 – 1014個の微生物が腸内細菌叢
を形成している [1]。この腸内細菌叢は腸管上皮細胞と共生関係を形成し、炎症
促進性または抗炎症性の免疫応答を介して、腸管の恒常性維持に寄与している 
[2]。したがって、腸内細菌叢の変化に伴う共生関係の崩壊は、腸管における慢
性炎症を誘発し、クローン病や潰瘍性大腸炎に代表される炎症性腸疾患 
(inflammatory bowel disease: IBD)などの原因となる [3]。慢性炎症の過程には、腸
管上皮細胞から分泌される炎症性サイトカインが関与しており、これらの過剰
な産生が腸管における炎症を引き起こしている。事実、炎症性サイトカインの
一種である interleukin (IL)-8の発現量は、IBD患者の腸管において顕著に増加す
ることが示されている [4]。また、IBD患者の腸管では、IL-1や IL-6、IL-8、tumor 
necrosis factor (TNF)-などの炎症性サイトカインの発現量を増加させる転写因
子 nuclear factor (NF)-Bの細胞質から核内への移行が促進している [5]。通常、
NF-Bは inhibitor of NF-B (IB)-と複合体を形成し細胞質内に局在しているが、
細胞に炎症性の刺激が加えられると、IB-が分解され、遊離状態となった
NF-Bが核内へ移行する。そして、炎症性サイトカインをコードする遺伝子の
プロモーター領域に結合し、これらの mRNAの発現を増加させる [6]。よって、
腸管における炎症の程度を評価するためには、IL-8の分泌および NF-Bの核内
移行、IB-の分解を評価することが重要である。 
乳酸菌は腸内細菌叢を形成する細菌の一種であり、宿主の健康に対して有益
な作用を持つため、健康食品や医薬品として幅広く利用されている。抗炎症作
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用は、乳酸菌の持つ主要な作用の一つであり、腸管における過剰な炎症の抑制
に寄与している。実際に、生菌の乳酸菌の摂取が多くの大腸炎モデル動物やヒ
ト IBD患者の症状を軽減することが報告されている [7,8]。また、IBD治療薬と
して乳酸菌を利用するために、抗炎症作用の強い乳酸菌の探索が行われている。
興味深いことに、その過程で、生菌の乳酸菌の抗炎症作用の強さは、菌種の違
いにより異なることが明らかとなった [9,10]。現在、この違いの原因を解明する
ために、乳酸菌に含まれる主要な抗炎症成分の特定が行われている。これまで
に、乳酸菌の抗炎症成分として、ゲノム DNA [11]、二本鎖 RNA [12]、リポテイ
コ酸 [13]やペプチドグリカン [14]等の細胞壁成分が特定されている。特に、in 
vitro および in vivo の両方において、乳酸菌のゲノム DNAの抗炎症作用が多く
報告されているが [11,15]、菌種の違いによる乳酸菌のゲノム DNAの抗炎症作
用の強さの差を比較した報告はこれまでにない。 
腸管上皮細胞は、toll-like receptor (TLR)等の自然免疫に関連した受容体を介し
て、腸内の微生物を認識する。これまでに、ヒトでは 10種類の TLR が同定され、
それぞれ異なる微生物由来成分を認識することが知られている [16]。この中で、
細菌に含まれる非メチル化 CpG DNAは TLR9 によって認識される [17]。CpG 
DNAとはシトシンとグアニンが隣接した配列であり、哺乳類では CpGアイラン
ドと呼ばれる CpG DNAを豊富に含む領域が存在する [18]。通常、哺乳類の CpG 
DNAの多くはシトシンのピリミジン環の 5位炭素原子がメチル化修飾を受けて
いるために、TLR9 によって認識されない。一方、細菌や真菌、ウイルスでは、
このメチル化が行われていないために、TLR9 のリガンドとなる [17]。これらの
知見から、乳酸菌のゲノム DNAによる抗炎症作用には TLR9 が関与することが
予想されるが、TLR9 シグナル経路を介した抗炎症作用に関する詳細な研究は行
われていない。また、TLR9 は細胞のエンドソーム内に局在する受容体であり、
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細胞質内に侵入した微生物由来の DNAを認識する [19]。よって、乳酸菌のゲノ
ム DNAが TLR9に認識されるためには細胞質内に侵入する必要がある。しかし、
これまでに乳酸菌のゲノムDNAの上皮細胞内への取り込みに関する報告はない。 
 本章では、抗炎症作用を持つことが報告されており、ヒトの腸管に多く存在
することが知られている 5種類の Lactobacillus属 (表 1-1) [7,9,10,20,21]を用いて、
ゲノム DNAの抗炎症作用を比較した。抗炎症作用の評価は、H2O2を曝露する
ことにより炎症を誘発させたヒト結腸癌由来細胞株 Caco-2 を用いて、IL-8の遊
離、NF-Bの核内移行、IB-の分解を指標として行った。また、乳酸菌のゲノ
ム DNAによる抗炎症作用の機構を解明するために、乳酸菌が Caco-2細胞内に
侵入できるかを検討した。さらに、RNAi 法を用いて TLR9 の発現を抑制した
Caco-2細胞を作製し、乳酸菌のゲノム DNA による抗炎症作用に TLR9 が与える
影響を検討した。 
 
表 1-1. 本研究に使用した乳酸菌 
乳酸菌の種類 由来 ATCC no. 抗炎症作用 
Lactobacillus acidophilus (La) ヒト糞便 4356 [10] 
Lactobacillus casei (Lc) ヒト糞便 27092 [7] 
Lactobacillus gasseri (Lg) ヒト腸管 33323 [20] 
Lactobacillus plantarum (Lp) キムチ 14917 [9] 
Lactobacillus reuteri (Lr) ヒト腸管 23272 [21] 
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第 1節 Caco-2 細胞における 5種類の Lactobacillus属のゲノム DNAによる 
IL-8遊離抑制作用 
 
本節では、5種類の Lactobacillus 属のゲノム DNAの Caco-2細胞に対する最適
な曝露条件を決定する目的で、各ゲノム DNAが Caco-2細胞の生存に与える影
響を検討した。次に、H2O2を曝露した Caco-2細胞における各ゲノム DNAの IL-8
遊離抑制作用を評価した。H2O2は、IBD患者の腸管において高レベルに存在し、
腸管の炎症に寄与する炎症誘発物質である [22]。また、Caco-2細胞において、
H2O2の曝露が IL-8の遊離および NF-Bの核内移行、IB-の分解を促進するこ
とから [23]、本研究では、H2O2を炎症誘発物質として使用した。また、ネガテ
ィブコントロールとして、抗炎症作用を示さない大腸菌 (Escherichia coli (Ec))
のゲノム DNAを使用した。 
 
(1) 5種類の Lactobacillus 属のゲノム DNAが Caco-2細胞の生存に与える影響 
 
① 実験方法 
 Caco-2細胞 (5 × 103 cells/well/100 l)を 96 well プレートに分注し、一晩培養し
た。次に、1 mM H2O2の存在下および非存在下で、最終濃度が 3, 10, 30 g/ml と
なるように 5種類の Lactobacillus 属および大腸菌のゲノム DNA を曝露し、48
時間インキュベートした。そして、それぞれの well にWST-1試薬を 10 l ずつ
添加し、2時間インキュベートした後、OD450および OD630を測定し、生存率を
算出した。 
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② 実験結果 
 本実験で使用したすべての濃度において、5種類の Lactobacillus 属および大腸
菌のゲノム DNA は、Caco-2細胞の生存に影響を与えなかった (図 1-1)。したが
って、今後の実験には、30 g/ml 以下の濃度のゲノム DNA を使用した。 
図 1-1.  H2O2の非存在下 (A)および存在下 (B)において 5種類の Lactobacillus 
属および大腸菌のゲノム DNAが Caco-2細胞の生存に与える影響 
 
(A) 
(B) 
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(2) 5種類の Lactobacillus 属のゲノム DNAによる IL-8遊離抑制作用 
 
① 実験方法 
 Caco-2細胞 (2 × 105 cells/well/500 l)を 24 well プレートに分注し、一晩培養し
た。次に、1 mM H2O2の存在下、最終濃度が 3, 10, 30 g/ml となるように 5種類
の Lactobacillus 属および大腸菌のゲノム DNAを曝露し、48 時間インキュベート
した。そして、培養上清中の IL-8濃度を ELISAにより測定した。さらに、この
IL-8遊離抑制作用がゲノム DNAによるものであることを確認するために、
DNase処理した各乳酸菌のゲノム DNA (30 g/ml)を Caco-2 細胞に曝露し、IL-8
遊離抑制作用に与える影響を検討した。多重比較には、Tukey’s test を使用した。 
 
② 実験結果 
 3g/ml のゲノム DNAの曝露では、Lrのみが IL-8の遊離を抑制した (248 ± 36 
vs. 414 ± 39 pg/ml, P < 0.05)。10 g/ml のゲノム DNAの曝露では、Laを除く 4種
類の Lactobacillus属が IL-8の遊離を抑制した (Lc: 237 ± 13, Lg: 243 ± 15, Lp: 261 
± 15, Lr: 207 ± 22 pg/ml; Lc, Lg, Lr: P < 0.01, Lp: P < 0.05)。30 g/ml のゲノム DNA
の曝露では、5種類すべての Lactobacillus 属が IL-8の遊離を抑制した (La: 278 ± 
31, Lc: 182 ± 25, Lg: 203 ± 27, Lp: 191 ± 18, Lr: 190 ± 24 pg/ml; La: P < 0.05, Lc, Lg, 
Lp, Lr: P < 0.01) (図 1-2A)。この結果は、乳酸菌のゲノム DNA が H2O2による
Caco-2細胞からの IL-8の遊離を濃度依存的に抑制することを示した。また、La
のゲノム DNAによる IL-8遊離抑制作用は、他の Lactobacillus 属のゲノム DNA
より弱かった。一方、大腸菌のゲノム DNA は、どの濃度を曝露した場合におい
ても H2O2による IL-8 の遊離に影響を与えなかった (図 1-2A)。さらに、DNase
処理したゲノム DNA の曝露では、5種類すべての Lactobacillus 属のゲノム DNA
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が H2O2による IL-8の遊離に影響を与えなかった (図 1-2B)。この結果は、DNase
処理が乳酸菌のゲノム DNAによる IL-8遊離抑制作用を消失させることを示し
た。 
図 1-2.  H2O2を曝露した Caco-2細胞における 5種類の Lactobacillus属のゲノム 
による IL-8遊離抑制作用 
(B) 
(A) 
*P < 0.05, **P < 0.01 vs. H2O2 + H2O 
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第 2節 Caco-2 細胞における 5種類の Lactobacillus属のゲノム DNAによる 
NF-B 核内移行および IB-分解抑制作用 
 
H2O2を曝露した Caco-2細胞では、NF-Bと複合体を形成する IB-の分解が
誘発され、遊離の状態となった NF-Bが核内に移行し、IL-8などの炎症性サイ
トカインの発現量を増加させる (図 1-3)。よって、本節では、H2O2を曝露した
Caco-2細胞における 5 種類の Lactobacillus 属のゲノム DNA による NF-B核内
移行および IB-分解に対する抑制作用を評価した。 
図 1-3.  H2O2による NF-B核内移行および IB-分解を介した IL-8の遊離機構 
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① 実験方法 
 Caco-2細胞 (2 × 105 cells/well/500 l)を 24 well プレートに分注し、一晩培養し
た。次に、1 mM H2O2の存在下、5種類の Lactobacillus 属のゲノム DNA (30 g/ml)
を曝露し、0 - 24 時間インキュベートした。そして、細胞質内および核内のタン
パク質をそれぞれ抽出した。NF-Bに特異的な抗体を用いたウエスタンブロッ
トには、細胞質内および核内タンパク質を使用し、IB-に特異的な抗体を用い
たウエスタンブロットには、細胞質内タンパク質を使用した。これらの結果か
ら、5種類の Lactobacillus 属のゲノム DNAが H2O2による NF-B の核内移行お
よび IB-の分解に与える影響を検討した。 
 
② 実験結果 
 H2O2の非存在下では、NF-Bおよび IB-は恒常的に細胞質内に発現してい
た。H2O2の存在下では、NF-Bの核内移行および IB-の分解が曝露 1時間後
にはすでに観察され、曝露 6時間後に最大となった図 1-4)。Laを除く 4種類の
Lactobacillus 属のゲノム DNAを H2O2とともに曝露すると、曝露 1 時間後では核
内に NF-Bが検出されなかった。また、曝露 6時間後における NF-Bの発現量
は、H2O2単独と比較して少なかった。しかし、La のゲノム DNA の曝露では、
曝露 1時間後に核内で NF-Bが検出された (図 1-4A)。この結果は、乳酸菌のゲ
ノム DNAは H2O2による NF-Bの核内移行を遅延および抑制するが、Laのゲノ
ム DNAの作用は他の 4種類の Lactobacillus 属のゲノム DNA より弱いことを示
した。一方、5種類すべての Lactobacillus 属のゲノム DNAと H2O2を曝露した場
合、IB-の発現量は曝露 24時間後まで変化しなかった(図 1-4B)。この結果は、
乳酸菌のゲノム DNA が H2O2による IB-の分解を抑制することを示した。 
13 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1-4.  H2O2を曝露した Caco-2細胞における 5種類の Lactobacillus属のゲノム 
DNAによる NF-B核内移行 (A)および IB-分解 (B)の抑制作用 
 
(B) 
(A) 
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第 3節 5種類の Lactobacillus属のゲノムの Caco-2細胞内への侵入 
 
乳酸菌のゲノム DNAがエンドソームに局在する TLR9に認識されるためには、
細胞内に侵入する必要がある。よって、本節では、5種類の Lactobacillus 属のゲ
ノム DNAが Caco-2細胞内に侵入できるかを検討した。 
 
① 実験方法 
 Caco-2細胞 (2 × 105 cells/well/500 l)を 24 well プレートに分注し、一晩培養し
た。次に、1 mM H2O2の存在下および非存在下で、5種類の Lactobacillus 属およ
び大腸菌のゲノム DNA (30 g/ml)を曝露し、0 - 24時間インキュベートした。そ
して、Caco-2細胞から DNAを抽出し、それぞれの乳酸菌および大腸菌の 16S 
rRNAをコードする遺伝子に特異的なプライマーを用いた nested PCR により、各
菌のゲノム DNA の検出を行った。 
 
② 実験結果 
 H2O2の非存在下では、乳酸菌のゲノム DNAは Caco-2細胞内に検出されなか
った。一方、H2O2の存在下では、5種類の Lactobacillus 属のゲノム DNAすべて
が曝露 0.5 – 12 時間後に検出された。また、曝露 0、0.2、18、24時間では、ゲ
ノム DNAは検出されなかった (図 1-5)。さらに、大腸菌のゲノム DNAも乳酸
菌と同様に、H2O2の存在下でのみ、Caco-2 細胞内に検出された。これらの結果
は、5種類の Lactobacillus 属および大腸菌のゲノム DNAの細胞内侵入は H2O2
の曝露により誘発されること、その細胞内侵入は曝露 30分後から始まることを
示した。 
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図 1-5.  H2O2の非存在下 (A)および存在下 (B)における 5種類の Lactobacillus 
属および大腸菌のゲノム DNAの Caco-2細胞内への侵入 
 
 
 
16 
第 4節 TLR9の発現抑制が 5種類の Lactobacillus属のゲノム DNAによる 
IL-8遊離、NF-B 核内移行、IB-分解抑制作用に与える影響 
 
前節までの結果から、5種類の Lactobacillus 属のゲノム DNA は、H2O2による
IL-8の遊離、NF-B の核内移行、IB-の分解を抑制することを明らかにした。
本節では、これらの作用に TLR9 が関与するかを検討するために、RNAi 法を用
いて、TLR9 の発現を抑制した Caco-2 細胞を作製した。そして、TLR9 の発現抑
制が Lactobacillus 属のゲノム DNAによる IL-8遊離、NF-B核内移行、IB-分
解に対する抑制作用に与える影響を検討した。 
 
① 実験方法 
 Caco-2細胞 (2 × 105 cells/well/500 l)を 24 wellプレートに分注し、TLR9-siRNA
およびネガティブコントロールである scramble TLR9-siRNAのトランスフェク
ションを 24時間行った。次に、1 mM H2O2の存在下、5種類の Lactobacillus 属
のゲノム DNA (30 g/ml)を曝露し、0 – 48時間インキュベートした。曝露 48時
間後、培養上清の回収および細胞質内タンパク質の抽出を行った。培養上清中
の IL-8濃度は ELISA により測定した。また、TLR9 に特異的な抗体を用いたウ
エスタンブロットにより、細胞質内タンパク質の TLR9 発現量を測定し、TLR9
の発現抑制を評価した。曝露 0 - 24時間の細胞は、細胞質内および核内タンパク
質をそれぞれ抽出し、NF-Bおよび IB-に特異的な抗体を用いたウエスタンブ
ロットにより、NF-B の核内移行および IB-の分解を検討した。これらの結果
から、5種類の Lactobacillus属のゲノムDNAによる IL-8遊離、NF-B核内移行、
IB-分解抑制作用への TLR9 の関与を評価した。多重比較には、Tukey’s test を
使用した。 
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② 実験結果 
 siRNAを処置していない細胞および scramble TLR9-siRNAをトランスフェク
ションした細胞では、TLR9 の発現が確認できた。一方、TLR9-siRNAをトラン
スフェクションした細胞では、TLR9 は検出されなかった (図 1-6A)。したがっ
て、Caco-2細胞における TLR9 の発現が抑制されていることを確認した。次に、
5種類の Lactobacillus属のゲノム DNAによる IL-8遊離抑制作用に TLR9の発現
抑制が与える影響を検討した。その結果、siRNAを処置していない細胞および
scramble TLR9-siRNA をトランスフェクションした細胞では、5種類の
Lactobacillus 属のゲノム DNAすべてが H2O2による IL-8の遊離を抑制した 
(siRNA未処置：La: 375 ± 60, Lc: 207 ± 37, Lg: 232 ± 45, Lp: 223 ± 31, Lr: 243 ± 43 
pg/ml、scramble TLR9-siRNA：La: 350 ± 12, Lc: 278 ± 22, Lg: 391 ± 68, Lp: 313 ± 21, 
Lr: 232 ± 10 pg/ml)。しかし、TLR9-siRNAをトランスフェクションした細胞では、
各乳酸菌のゲノム DNAは H2O2による IL-8 の遊離に影響を与えなかった (La: 
625 ± 22, Lc: 585 ± 49, Lg: 613 ± 39, Lp: 622 ± 70, Lr: 573 ± 53 pg/ml)。また、
scramble TLR9-siRNA と TLR9-siRNAをトランスフェクションした細胞では、5
種類の Lactobacillus 属のゲノム DNA を曝露した細胞の IL-8濃度に有意な差が
見られた (La, Lc, Lp, Lr: P < 0.01, Lg: P < 0.05) (図 1-6B)。続いて、5 種類の
Lactobacillus 属のゲノム DNAによる NF-B 核内移行、IB-分解の抑制作用に
TLR9 の発現抑制が与える影響を検討した。Scramble TLR9-siRNA をトランスフ
ェクションした細胞では、Laを除く 4 種類の Lactobacillus 属のゲノム DNAの曝
露により、H2O2による NF-Bの核内移行が遅延および抑制された (図 1-7A)。
また、IB-の発現は、乳酸菌ゲノム DNAの曝露 24時間後まで変化が見られな
かった (図 1-7B)。しかし、TLR9-siRNAをトランスフェクションした細胞では、
乳酸菌のゲノム DNA を曝露した細胞においても、曝露 1時間後から NF-Bの
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核内移行が観察され (図 1-7A)、IB-の発現も減少した (図 1-7B)。これらの結
果は、TLR9の発現抑制が乳酸菌ゲノムDNAによる IL-8遊離、NF-B核内移行、
IB-分解の抑制作用を消失させることを示した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1-6.  TLR9 が乳酸菌のゲノム DNAによる IL-8遊離抑制作用に与える影響 
(A) 
(B) 
*P < 0.05, **P < 0.01 
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図 1-7.  TLR9 が乳酸菌のゲノム DNAによる NF-B核内移行 (A)および 
IB-分解 (B)の抑制作用に与える影響 
 
(B) 
(A) 
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第 5節 小括 
 
 本章では、乳酸菌の主要な抗炎症成分を特定すること目的として、5種類の
Lactobacillus 属のゲノム DNAによる抗炎症作用を比較した。その結果、5種類
の Lactobacillus属のゲノムDNAすべてが濃度依存的に IL-8の遊離を抑制するこ
と、NF-Bの核内移行および IB-の分解を抑制することを明らかにした。興味
深いことに、Laのゲノム DNAの作用は、他の 4種類の Lactobacillus 属より弱か
った。また、乳酸菌のゲノム DNAの抗炎症作用機構を検討した結果、乳酸菌の
ゲノム DNAは H2O2の存在下で細胞内に侵入し、TLR9 を介して抗炎症作用を示
すことを明らかにした (図 1-8)。 
生菌の乳酸菌の抗炎症作用の強さは、菌種により異なることが示されている。
Grimoud J らは、ヒト腸管上皮細胞株である HT-29細胞において、生菌の
Lactobacillus属が lipopolysaccharide (LPS)と interferon (IFN)-によって誘発される
IL-8の遊離および NF-Bの核内移行を抑制することを報告している [9]。この
中で、彼らは、Laの作用が他の Lactobacillus 属 (Lactobacillus bunchneri, 
Lactobacillus farciminis, Lactobacillus helveticus, Lp, Lactobacillus rhamnosus)より
弱いことを示した。また、Malago JJ らは、Caco-2細胞において、生菌の Laお
よび Lc は Salmonella enterica によって誘発される IL-8の遊離を抑制するが、La
の作用は Lcより弱いことを報告した [10]。これらの報告と本章における結果は、
生菌の Laおよび LaのゲノムDNAによる抗炎症作用が他の Lactobacillus属より
弱いことを示した。生菌の乳酸菌と乳酸菌のゲノム DNAにおいて、菌種による
抗炎症作用の強さの違いが一致したため、ゲノム DNAは乳酸菌の主要な抗炎症
成分であることが考えられる。 
本章の結果では、なぜ菌種によって乳酸菌ゲノム DNAの抗炎症作用の強さが
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異なるのかを説明することはできない。これまでの研究で、ゲノム DNAに含ま
れる 30塩基以下の特定の配列がゲノム DNAの性質を決定する可能性が示され
ている [24]。事実、Bouladoux Nらは、抗炎症作用を持つ Lactobacillus paracasei
のゲノム DNA内には、抗炎症作用を持つ 2種類の配列 (TTAGGG, 
TCAAGCTTGA)が 105 baseあたり、それぞれ、9.382個、0.234 個含まれている
のに対し、大腸菌のゲノム DNAでは 105 baseあたり、それぞれ、5.147 – 6.142
個、0.019 – 0.081 個しか含まれていないことを報告している [25]。この結果は、
抗炎症作用を持つ配列の頻度が細菌のゲノムDNAの抗炎症作用を決定すること、
抗炎症作用の弱い La のゲノム DNAでは、抗炎症作用を持つ配列の頻度が低い
ことを示唆した。したがって、第 2章では、5種類の Lactobacillus 属のゲノム
DNAに含まれる抗炎症作用を持つ配列の特定およびその頻度を算出し、菌種に
よってゲノム DNA の抗炎症作用の強さが異なる原因の解明を試みる。 
 TLR9 は哺乳類細胞のエンドソームに局在する受容体であり、Caco-2細胞にも
発現している [26]。乳酸菌のゲノム DNAが TLR9 に認識されるためには、細胞
内に侵入する必要があるが、通常、分子量が高く、水溶性物質であるゲノム DNA
は、細胞内に侵入することができない。この知見と一致するように、5種類の
Lactobacillus 属のゲノム DNAは、H2O2の非存在下では、Caco-2細胞内に侵入し
なかった。しかし、H2O2の存在下では、これらのゲノム DNA は Caco-2細胞内
に侵入することができた。同様に、大腸菌のゲノム DNAも H2O2の存在下での
み Caco-2細胞内に侵入した。よって、菌種による細菌ゲノム DNAの抗炎症作
用の強さの違いは、細胞内に侵入できる能力では決まらないと考えられる。
Lande R らは、炎症性の自己免疫疾患である乾癬患者の皮膚では、自身の死細胞
から遊離した DNA が形質細胞様樹状細胞に取り込まれることを報告した [27]。
この現象は、健常人の皮膚では観察されていない。よって、この報告は、乾癬
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の炎症組織において DNAの細胞内侵入が誘発されることを示唆している。本章
の結果では、H2O2の存在下でのみゲノム DNAの細胞内侵入が観察されたため、
H2O2により Caco-2細胞に炎症が誘発された後、乳酸菌および大腸菌のゲノム
DNAは細胞内に侵入した可能性が高い。また、彼らの報告では、炎症組織にお
いて高発現している抗菌ペプチド LL-37がヒトのゲノムDNAと複合体を形成し、
形質細胞様樹状細胞への細胞内侵入を引き起こすことを示している。よって、
H2O2により誘発された LL-37の遊離が乳酸菌および大腸菌のゲノム DNAの細
胞内侵入に関与しているかもしれない。 
本章の結果は、乳酸菌のゲノム DNAが Caco-2細胞内に侵入後、TLR9 を介し
て、H2O2による IL-8 の遊離、NF-Bの核内移行、IB-の分解を抑制すること
を示した。この結果は、Ghadimi Dらの、ヒト腸管上皮細胞株である HT-29細胞
および T-84細胞において、L. rhamnosus のゲノム DNAは TNF-による IL-8の
遊離を抑制するが、RNAi を用いた TLR9 の発現抑制によりこの作用が消失する
という報告 [28]と一致していると考えられる。現在、TLR9 シグナル経路がどの
ように炎症を制御するかは明らかとなっていない。これまでに、TLR9 アゴニス
トが型 IFNの発現誘導を介して、抗炎症性サイトカインである IL-10の発現を
増加させること [29]、IL-10は IB-の分解を促進する酵素である IB kinase 
(IKK)のリン酸化を阻害すること [30]が報告されている。よって、乳酸菌のゲノ
ムDNAによって刺激されたTLR9は、型 IFNおよび IL-10の発現誘導を介して、
H2O2による IKK のリン酸化を阻害することにより、IL-8の遊離、NF-Bの核内
移行、IB-の分解を抑制しているかもしれない。なお、本章の内容は、引用文
献 [31]ですでに報告している。 
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図 1-8.  乳酸菌のゲノム DNAの抗炎症作用機構 
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第 2章 乳酸菌のゲノム DNAの炎症性腸疾患 (IBD) への応用 
 
諸言 
 
 IBD は、腸管に炎症を繰り返す原因不明の難病であり、厚生労働省より特定
疾患に指定されている。現在、日本国内における IBD の患者数 (医療受給者証
所持数)は約 18 万人であり、毎年、5,000 ～ 10,000 人のペースで増加している 
[32]。また、世界的に見ても、IBD の有病率は、10 万人あたり約 400 人であり、
増加傾向にある [33]。IBDの発症年齢は 20 歳前後と若く、労働が困難になるこ
とや食事制限を余儀なくされることなど、社会生活における Quality of Life 
(QOL)が障害されることが多いため、難治性患者に対する有効な治療法の確立が
切望されている。この他にも、IBD は、日本人の死亡原因第 1 位である悪性新
生物の中でも、増加傾向の著しい大腸癌のリスクファクターとして知られてい
る [34]。近年、IBD 患者を対象とした大腸癌の発症率に関するコホート研究が
行われ、IBD 患者の約 1.6%は大腸癌に進行すること、IBD 患者の大腸癌発症率
は、健常人の約 2.4 倍であることが報告された [35]。したがって、大腸癌の予防
の観点からも、IBD の予防・治療の重要性が叫ばれている。 
 現時点では、IBD を完治させる治療薬は存在しないため、サリチル酸製剤な
どにより炎症の発生を抑える寛解維持療法が行われている。しかし、悪心や消
化不良、頭痛、葉酸吸収阻害など多くの副作用を引き起こすことが問題となっ
ている。また、副腎皮質ステロイド剤や免疫抑制剤、抗 TNF抗体なども IBD治
療に用いられるが、感染症の増加や悪性リンパ腫の発症などの重篤な副作用が
現れるため、長期の服用には適さない [36]。これらの問題点を解決するために、
本論文では乳酸菌の持つ抗炎症作用に注目した。実際に、乳酸菌の摂取が IBD
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患者の症状を軽減することが報告されており [8]、さらに、古くから食品として
利用される乳酸菌には、長期投与による副作用の問題はないと考えられる。し
かし、腸管に炎症を起こしている状態の患者に乳酸菌を投与すると、腸管に到
達した乳酸菌が血液中や他の臓器に移行し、敗血症の原因となることが報告さ
れているため [37,38]、IBD患者に対する乳酸菌の使用は制限されることが多い。
上記の問題は、乳酸菌の菌体そのものを使用するために発生するものである。
よって、乳酸菌の菌体内や細胞壁、菌体外分泌物などに含まれる抗炎症成分を
利用して IBDの予防・治療を目指す研究が行われている [11-14, 39]。本論文の
第 1章においても、乳酸菌のゲノム DNAが抗炎症作用を持つことを示し、新た
な IBD予防・治療薬となる可能性を示した [31]。しかし、ゲノム DNAは、高
分子量である (1 × 1010以上)、不安定な物質である、合成できない、乳酸菌から
の抽出工程が煩雑である等の医薬品としての問題点を持つ。この問題を解決す
るために、本章では、ゲノム DNAに含まれる抗炎症作用を持つ短い配列の存在
に着目した。30ヌクレオチド以下の配列からなる一本鎖合成 DNA はオリゴデオ
キシヌクレオチド (ODN)と呼ばれており、これまでに、免疫賦活作用や抗炎症
作用を持つ ODN が報告されて     表 2-1. ゲノム DNA と ODNの比較 
いる [24,25]。ODN は、分子量
5,000以下であり、安価で人工合
成することが可能な物質である。
よって、乳酸菌のゲノム DNAか
ら強い抗炎症作用を持つODNを
特定することにより、ゲノム
DNAの医薬品としての問題点を
克服することができる (表 2-1)。 
 ゲノム DNA ODN 
  
 
 
 
分子量 
1 × 1010以上 
(100万 bp以上) 
5,000以下 
安定性 分解しやすい 
ゲノム DNAと 
比較すると良好 
製造 
合成不可能 
抽出工程が煩雑 
安価で合成可能 
ゲノム DNAの 
一部を特定 
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 H2O2などの活性酸素種や LPS などの細菌成分による炎症性の刺激は、腸管上
皮細胞において、炎症を引き起こす主な要因の一つである IL-8の過剰な産生を
誘導する [22,40]。過剰な IL-8の存在は、単球や好中球などの多様な細胞の血液
中から粘膜固有層への浸潤を促す [41]。この蓄積された免疫細胞の中で、単球
の分化によって産生されるマクロファージは、誘導型一酸化窒素合成酵素 
(iNOS)やシクロオキシゲナーゼ (COX)-2などの炎症関連酵素の発現を増加させ
る。これらの酵素は、一酸化窒素 (NO)やプロスタグランジンなどの産生を誘導
し、隣接した腸管上皮細胞および免疫細胞からの炎症性サイトカインやケモカ
インなどの他の炎症性因子の発現を増加させる [42,43]。したがって、腸管にお
ける炎症を抑制するためには、上皮細胞において IL-8の遊離を抑制するだけで
はなく、免疫細胞において iNOS や COX-2などの炎症性因子の発現も抑制する
必要がある。 
 TLR9 は、細菌の DNAを認識する受容体であるが、人工合成された ODNも
認識することが知られている [17]。よって、乳酸菌のゲノム DNA と同様に、
ODNによる抗炎症作用も TLR9 によって制御される可能性が高い。一方、ODN 
(ACCGATAACGTTGCCGGTGACG)の経口投与は、IBDのモデルマウスとしてよ
く使用されるデキストラン硫酸ナトリウム (DSS)誘発性大腸炎マウスの症状を
軽減することが報告されている [11]。また、Bandholtz Lらは、この ODNが heat 
shock protein (Hsp) 90 に結合することを示した [44]。さらに、Hsp90 に結合し、
その ATPase活性を阻害する物質は、Hsp70 の発現を誘導することが知られてい
る [45]。Hspは、新生タンパク質や変性したタンパク質のフォールディングを
制御する分子シャペロンとして発見されたが [46]、Hsp70は、NF-Bと複合体
を形成することにより、その核内移行を抑制し、IL-8などの炎症性サイトカイ
ンの発現誘導を抑制する内在性の抗炎症性タンパク質としても機能している 
27 
[47]。また、乳酸菌の抗炎症作用の強さと Hsp70の発現を増加させる能力が相関
していること [10]、Hsp70 過剰発現マウスでは DSS 誘発性マウス大腸炎の症状
が軽減されることが報告されている [48]。これらの知見から、乳酸菌のゲノム
DNAに含まれる ODN の抗炎症作用には、TLR9 だけではなく、Hsp90への結合
を介した Hsp70の発現誘導も関与する可能性がある。 
 本章では、第 1章において抗炎症作用を示すことを確認した Lcのゲノム DNA
に含まれる強い抗炎症作用を持つ ODNを特定するために、Lcのゲノム DNAラ
イブラリーを作製し、Caco-2細胞からの IL-8の遊離を指標として抗炎症作用を
評価した。次に、Lc のゲノム DNAに高頻度に含まれる抗炎症作用を持つ ODN
を特定した後、ヒトマクロファージ様細胞に分化させた THP-1細胞に対する抗
炎症作用を iNOS、COX-2の発現を指標として評価した。さらに、ODNの経口
投与による DSS 誘発性大腸炎マウスの症状軽減作用を検討した。最後に、RNAi
法を用いて、TLR9、Hsp70 の発現抑制が ODNの抗炎症作用に与える影響および
ODNが Hsp90に結合し、その ATPase活性を阻害するかを検討した。 
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第 1節 乳酸菌のゲノム DNAライブラリーの作製 
 
 本節では、第 1章において強い抗炎症作用を示した Lcのゲノム DNAを用い
て、DNAライブラリーを作製し、100 個のプラスミドを選択した。次に、これ
らの抗炎症作用を H2O2を曝露した Caco-2細胞からの IL-8の遊離を指標として
評価した (図 2-1)。 
 
(1) Lcのゲノム DNA ライブラリーの作製 
① 実験方法 
 Lcのゲノム DNA を 4塩基認識酵素 Sau3AIで切断し、アガロースゲル電気泳
動により分離した後、200 – 1000 bpの断片を抽出した。これらの断片をプラス
ミド pUC19 の BamHサイトに挿入し、大腸菌 DH5に形質転換した (図 2-2)。
Lcのゲノム DNA 由来断片の挿入は、コロニーPCR により確認した。 
 
② 実験結果 
 形質転換体 160 個をコロニーPCR した結果、157個の形質転換体において、
Lcのゲノム DNA 由来断片の挿入が確認できた (図 2-3)。そして、図 2-3に示す
100個の形質転換体を選択し、Lcのゲノム DNAライブラリーとした。 
図 2-1.  Lcのゲノム DNAライブラリー作製の概念図 
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図 2-2.  Lcのゲノム DNAライブラリーの作製 
図 2-3.  100 個の Lcのゲノム DNAライブラリー 
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(2) Lcのゲノム DNA ライブラリーの抗炎症作用 
 
① 実験方法 
Lcのゲノム DNA ライブラリーとして選択した 100個の形質転換体からプラ
スミドを抽出し、大腸菌由来のエンドトキシンを除去した。そして、24 well プ
レートに分注した Caco-2細胞 (2 × 105 cells/well/500 l)に、1 mM H2O2の存在下、
pUC19 および 100 個のプラスミド (10 g/ml)を曝露し、48時間インキュベート
した。培養上清中の IL-8濃度は、ELISA により測定した。比較には、Student’s t-test
を使用した 
 
② 実験結果 
 pUC19 の曝露は、H2O2による IL-8の遊離に影響を与えなかった (712 ± 46 vs. 
691 ± 43 pg/ml)。一方、24個のプラスミド (No. 5, 11, 13, 36, 37, 38, 39, 41, 47, 48, 
49, 50, 52, 55, 56, 57, 60, 62, 68, 73, 79, 83, 85, 87)は、puC19 と比較し、H2O2によ
る IL-8の遊離を有意に抑制した (No. 5, 11, 36, 37, 38, 41, 52, 57, 60, 62, 73, 79, 83, 
85: P < 0.05, No. 13, 39, 47, 48, 49, 50, 55, 56, 68, 87: P < 0.01) (表 2-2)。 
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表 2-2.  H2O2を曝露した Caco-2細胞における Lcのゲノム DNAライブラリー 
による IL-8遊離抑制作用 
No. IL-8 (pg/ml) No. IL-8 (pg/ml) No. IL-8 (pg/ml) No. IL-8 (pg/ml) 
1   624.9 ± 87.0 26   662.9 ± 72.7 51   511.0 ± 16.0 76   657.1 ± 52.9 
2   488.0 ± 115.8 27   561.1 ± 56.8 52   555.4 ± 17.4* 77   633.4 ± 38.3 
3   490.8 ± 91.4 28   647.4 ± 137.8 53   548.9 ± 31.1 78   667.5 ± 33.3 
4   526.1 ± 94.5 29   605.8 ± 80.6 54   476.9 ± 20.2 79   574.2 ± 39.5* 
5   409.0 ± 89.6* 30   623.5 ± 115.2 55   497.2 ± 22.4** 80   626.4 ± 84.1 
6   688.4 ± 73.7 31   653.9 ± 113.7 56   501.5 ± 32.8** 81   565.3 ± 106.2 
7   642.3 ± 78.6 32   589.0 ± 93.9 57   527.4 ± 38.5* 82   495.2 ± 90.1 
8   621.5 ± 68.5 33   576.5 ± 82.8 58   599.3 ± 75.0 83   491.7 ± 77.8* 
9   600.5 ± 85.8 34   597.9 ± 108.7 59   577.5 ± 68.9 84   518.9 ± 78.1 
10   464.9 ± 107.5 35   536.8 ± 65.9 60   539.6 ± 32.6* 85   453.5 ± 67.1* 
11   426.9 ± 100.2* 36   495.0 ± 64.8* 61   576.0 ± 34.7 86   480.7 ± 92.3 
12   552.5 ± 69.8 37   488.9 ± 69.5* 62   540.6 ± 57.9* 87   482.2 ± 53.2** 
13   376.7 ± 73.9** 38   487.7 ± 60.5* 63   530.8 ± 37.7 88   503.4 ± 79.1 
14   567.0 ± 137.8 39   505.6 ± 44.0** 64   635.2 ± 23.9 89   677.8 ± 35.1 
15   510.7 ± 150.6 40   608.6 ± 15.9 65   559.1 ± 31.3 90   575.3 ± 39.7 
16   504.8 ± 115.2 41   569.0 ± 31.6* 66   573.7 ± 44.6 91   505.6 ± 43.1 
17   586.4 ± 62.6 42   559.8 ± 24.4 67   590.2 ± 55.2 92   540.5 ± 30.9 
18   572.5 ± 75.7 43   537.2 ± 21.2 68   487.4 ± 43.4** 93   503.6 ± 43.1 
19   676.8 ± 106.1 44   541.5 ± 18.5 69   618.9 ± 20.8 94   587.3 ± 42.9 
20   714.1 ± 106.5 45   527.6 ± 25.6 70   609.3 ± 36.2 95   587.0 ± 29.4 
21   602.2 ± 59.1 46   532.2 ± 30.6 71   555.0 ± 27.2 96   679.3 ± 50.6 
22   738.3 ± 95.0 47   512.9 ± 12.6** 72   589.0 ± 37.1 97   606.0 ± 31.8 
23   579.1 ± 94.5 48   475.0 ± 26.9** 73   578.4 ± 20.3* 98   671.0 ± 49.2 
24   605.6 ± 65.1 49   525.4 ± 31.1** 74   609.8 ± 65.3 99   554.5 ± 51.5 
25   545.8 ± 103.3 50   496.6 ± 33.2** 75   605.4 ± 41.9 100   714.6 ± 34.5 
H2O2 + H2O: 691 ± 43 pg/ml, H2O2 + pUC19: 712 ± 46 pg/ml 
*P < 0.05, **P < 0.01 vs. H2O2 + pUC19  
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第 2節 Caco-2 細胞において IL-8遊離抑制作用を示す ODN の特定 
 
 本節では、前節において H2O2による IL-8 の遊離を抑制した 24個のプラスミ
ドに含まれる Lcのゲノム DNA由来配列を決定し、その中に高頻度に存在する
配列を探索した。次に、これらの短い配列を合成した ODN を作製し、H2O2を
曝露した Caco-2 細胞からの IL-8の遊離を指標として抗炎症作用を示す ODNを
特定した。 
 
① 実験方法 
DNAシークエンサーを用いて、24個のプラスミドに含まれる Lcのゲノム
DNA由来配列を決定した。次に、GENETYX version 11 を用いて、これらの配列
の中に高頻度に存在する共通配列を探索した。そして、これらの共通配列の
Sense鎖、Anti-sense鎖を合成し、抗炎症作用を持つ ODNの候補とした。24 well
プレートに分注した Caco-2細胞 (2 × 105 cells/well/500 l)に、1 mM H2O2の存在
下、30 M ODNを曝露し、48時間インキュベートした。培養上清中の IL-8濃度
は、ELISAにより測定した。多重比較には、Tukey’s test を使用した。 
 
② 実験結果 
 24個のプラスミドに含まれる Lcのゲノム DNA由来配列を表 2-3に示した。
この 24個の配列については、「Lactobacillus casei DNA, anti-inflammatory effect 
DNA fragment digested by Sau3AI (Lactobacillus casei DNAを Sau3AIで切断するこ
とによって得られた抗炎症作用を持つ DNA 断片)」として、DNA Data Bank of 
Japan (DDBJ)に登録した。これらの配列の中で最も長い共通配列は 8塩基であり、
3個以上のプラスミドに含まれていた 8塩基からなる配列は 9個存在した (表
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2-4)。そして、それぞれの Sense鎖、Anti-sense鎖を合成し、18種類の ODNを
抗炎症作用を持つ ODNの候補とした (表 2-5)。18種類の ODN の IL-8遊離抑制
作用を検討した結果、14種類のODN (3F, 3R, 4F, 4R, 5F, 5R, 6F, 6R, 7F, 7R, 8F, 8R, 
9F, 9R)は、IL-8の遊離を有意に抑制した (3F: 488 ± 29, 3R: 430 ± 37, 4F: 432 ± 43, 
4R: 472 ± 35, 5F: 418 ± 36, 5R: 409 ± 33, 6F: 422 ± 38, 6R: 350 ± 35, 7F: 321 ± 25, 
7R: 345 ± 30, 8F: 375 ± 42, 8R: 355 ± 27, 9F: 425 ± 38, 9R: 384 ± 52 pg/ml) (3F: P < 
0.05, 3R, 4F, 4R, 5F, 5R, 6F, 6R, 7F, 7R, 8F, 8R, 9F, 9R: P < 0.01) (図 2-4)。また、最
も強く IL-8の遊離を抑制した ODNは、7F であった。 
 
表 2-3.  IL-8遊離抑制作用を持つ Lcのゲノム DNA断片の塩基配列 
Plasmid no. Accession no. Sequence (5’  3’) 
5 AB780864 
CCATCATCGGACGTGATGAAGAAATTCGCGATGTCATTCGTATTTTGAGTCGCAAAACTAAAAACAATCCAGTTTTGATT 
GGTGAACCGGGGGTCGGCAAAACCGCCATTGTAGAAGGTTTAGCCCAGCGGATCCGCGGGTTGCTGGGGTCTGCCTGACT 
GGTTCAGAGCGAGCAGGTTCGCAAGTGGCAGCACTTGCTGGCAAATATCTGAAGAAGTCGTTGCTGGAACTTGGCGGAAT 
GGATGCCTTCTTGGTACTTGACGGGGCCGATCAATACACAATTCGATGCTTACTCGCCGATTGCCCACGCCATTGCCAAA 
AATGGCGAACCCGGGATTGTGAATCTTGAACTGTCACGGCGGTTTGGTCGAATTGCTGATGGCGAAAATGTGGAAAAT 
11 AB780865 
TTAACGCCCGAATTGATGCCGGTGTCGCGGCCTTTAACATTGCTGGTGGCAAAGAAACCGCCAATCTTGTGGCCGAAGTT 
CGTGCGGCCATTGACAGCAAGCACCCGAATTTCCCGATTATTGCTTCTGGCGGTAAAACCGATGAGCAGATCAAAACGCC 
GATGGTAATCAAAACAGCCAAGGCATGATTAGGCAGCTTACGACTGTTCAGCTTACCCAGTTTTTGCGGCAGCATGCCAT 
CACGGCCAAAACTGTAAAGCAAGCGCGACCCAGCCATGGACATCCCGATCGCCATTTGCGTGAGTTCAAAGCCGTAGTAG 
GTGACTGGATTAGGCAGCTTTCGGGAGCTGAAAATCGGAGCGTCGCCATTAGCAATGACCATCGCTTCAG 
13 AB780866 
AATAACTTTTGATGCAGTCGTTCCGCAGCCGCCAAATACTGGTCAAAACTAGCGACTTTGGCGGTGTGCCCATTCTCGCG 
AGCTGTCAGTTTGGTCATCTCTGATAAAGTCAGCTGATGTGGTTTGGCATCGACACCGGTTAGATCATGCGCAATCGTTT 
GATGACAACATAAGCTTCCTTGTCTGCCAAGCGTAGATTTTGCCGCACGACTGGGTCCTCGCCAAAAGCAACACTCAAAA 
CCTTCGTCCATTCTGGCTCGGTTTTGGCCATATTGA 
36 AB780867 
GGCTTAGTCGGCTTACGCTTATCAAAAAGGTTGTGCAAAAGGACTCGCAGGAGATAAATAAAGGCTTAGTTGAACTGTTA 
GGGGCCATTCCTAAAGAATTTGTTCATTCTATTACACCA 
37 AB780868 
ATAACGACCACTTCATTGTTCGCCACATTCAGATTGACACCCTTGACCACATCATTGTCACCGTAACTCTTGTGCACATT 
TTTCATTTCAACGCGATAATCGCTCATGCCTTCACCTTCTTCTGAACCCAGTTACTCAGCCAGGTCAATAACGTAATAAT 
AATCAAGTAAATCAAGGCGACCATCGTCCA 
38 AB780869 
GTGAAGGGCATGTTGGCTGATTACAATACAACGGCCGATAATGTGTTGACGGTGAGTTTGACACGAGTTTCTGGAAAGGC 
ACTAGAATAAGGTTCTTGAATCAGTGCCTGTTGCTCTTTGATAAAGAGAATGAAAGGCTTCTTATTATCCTAAAAGAGTA 
GCAACCTTCGACGTGACTTGGTACGCTTTAGCTAAAGGAGCT 
39 AB780870 
ACGCTCAAGAAAAATAAAACATACTGGAACGCTAAGAAAGTGAAGCTCCAGACCGTGAATTACACAACGGTGAAAAAACC 
ATCAACGGTTCTTTCGCTCATGCAAAGTGGTCAGTTGGACGCACTATCTGCCTCAGGCAAGCTGATAGCGATTTTAATCA 
ACTCGCCAAAAGCAGCAAACTCGTCTCTCGAAAACAGAACGGTTCGACAACGAAAGTGTT 
41 AB780871 
TAGAACAAAGTTTCATCATCAGTTATGAAAACGAAGTAAAGTTCTCAGACAAAATTGTCACCAGCGTTCAGGAATTAGGC 
ATTAACAACTTT 
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表 2-3.  IL-8遊離抑制作用を持つ Lcのゲノム DNA断片の塩基配列 
Plasmid no. Accession no. Sequence (5’  3’) 
47 AB780872 TAAGAACGAATCAGGTGCGAGCAACGAGATATTTTAGCCCAATT 
48 AB780873 
CCGGGTTTCGGTTGCTTACGGATGAAACTGAACGCTACATGCTGCAAGAGCGCGTTTGGGACGATTTGCGTGAACAATTA 
TATGCCAGTGACGAAGCACCTGCGTTTGAACAACTCACTGCTAATTTTAGCGGGGATCGAGATGATAGCGGTTTGCAAGA 
CTTGATGTTTGAGTTGATCCGCCAAGCCGGTGCGACAACT 
49 AB780874 
GGTTTAGCGCGGCGCGGCCAACTGCCTGAAGCACATGTTTACCATTTTCCTGGCGGTCGCAATGATGTTCGGCAGCGTGCT 
GTGATGACTGGTATGATGCTTGCATTAAGGGCGCTGCAGGCCTAACAGAATCATTCTTTAACACGTTAATACGTCAGGTTT 
ACGCAAGAGGAGGCGGCAAGATGGCAGGAGACGAACGCCAGAAAGCATTGGATGTTGCACTGAAAAAGATTGAAAAAAATT 
TTGGTAAAGGCGCGATTATGCGAATGGGTGCTAAGGCGGACACGCGCGTTTCCGTTGTCTCTAGCGGCTCACTTGCCGTTG 
ATGATGCACTTGGTGTTGGGGGCTTTCCGCGCGGACGAATTGTCGAAATTTATGGACCGGAAAGTTCCGGCAAAACAACCG 
TCGCGCTGCATGCTGTTGCTGAAGTGCAGAAGCAAGGCGGTACTGCCGCCTATATTGATGCCGAGAATGCGATG 
50 AB780875 
CGACTGATGGTCAGATTGCCGCACCAGTTGACGGTCGGATTATGATGATCGCGGACACCAAACATGCGATTGGCATCAAAG 
CCGATAACGGCGCAGAATTATTGGTTCATTTGGGAATTGACACAGTCGAGCTGAAAGGCGCACCGTTCGAAATTGATACGG 
CTATGGATGCCCGTGTCAAAGCAGGT 
52 AB780876 
TCGCGTTCAATCCAACTGGTCCCCAAACCGAAGCCGACTGTGACAAATGGCGTCTGGCCTTGGGTGGAATAAAGGGTGTTC 
ACCTGATATTCCAAAGTTTGCAAGGCATCATAAATATCCTTCTTAGTCTGCTTCACAGCCAGTGCTTCCAGCTTAGCCGGA 
TCATCAATCACGCTGCCGAATTCACGCAAATGTTTTTGATAGTTTTTCTCGGCGAATGGCGCCAAGACCT 
55 AB780877 
CGGTTTTGATTGATGCTGCTAAAGGCATGGGCATGACGGCCTTGCAATCAATTCGACAAGTCGAAGTGCCGCTGGCGATGC 
CAGTCATCATGGCCGGTGTGCGCCTATCCGCCATTTATGTCATCGCTTGGGCAACCCTCGCATCGTACATCGGTGCTGGCG 
GCCTTGGG 
56 AB780878 
AAACGCTGCTCAATGATGACAAACAGGTGCCACCCGAAAATGTTGCTGCGCTCAAAGCCCTTGAAGCCAACCAGATTCTGC 
CCGTCATTGCGACTGGCAGAAATTACTACGAACTGGCTGACATTATGGCAGCAACTGGGGTCCGCAGTGCAATTGCTGCTA 
ATGGTGGTGACATTTTTCTTGACGGC 
57 AB780879 
TTGCGAAAAGTACCGCGCCAATGAACTTTCTTGCGACCCATTATCTAGGCACGAACGCCGCAATTTTCATGGACTTTGCGG 
CGATGGTTAGTTATTTTGCCTGCTACTTCGGTGCGCTCAACGCCGGCGCTTTCATGCTGGAAGCTTTAGGCAAAAGTGGCT 
ATCTGCATCCTTGGCTGGCAGAACTATCAGGTGACAAGCAGACCCCGACGCACGCGCTGGATGGCATCACTGGCTTAGCGT 
TAATCGTTTATGCGATTTTTGCAATCGGCTTAGGTGTGAGCGCCAGCGACATGTACAACTGGTTCGGAACGATTGGCATGC 
TCGGCTTGCTAACGGTTTACGTGCTGGTCAACATTGGCGCCATTGTTTACTTCCGCAAAGACAAGGGGC 
60 AB780880 
ATTCAACCGTTACCAATTACCAAGGCTGGTGATGTTTATCCTACTTTAGGTAATCAAATCAACCTTTTGACAATTGTCGGC 
GGAGTTGCGGTCACTTTGATGATGCTCATGCACGGTTTAAACTTTATTCGTCTGAAAACGACTGGCGACTTGCGCAAGCGT 
GCGCGTGACTGGAACAGCAAGTTGTACTACTTGTTGTATGCTGGTGAAGTTGTCTTCGCTGTCCTTCTATTCTTTATGACC 
GACTTCTTCAAAGAACGCCCAATCAGCACTTTGTTGATTTTGGTTGTGATTGTCGGCTCGACAGTTGCCGCTCATGTTGGC 
GTGCTTAAAGATAATGAAGTGTTGTCATTTGTTGGCAGTGCCCTAGGGCTTGTCGGGGTTGTCGGTGTGATTTTCAACGGC 
TTGTTCCCACGCGTTATGATTGGCCAAGATGCGGCTATGTCCATTTTGGCAAAAGACGCCAGTGCTAGTCCGTTGACGCTG 
ACCATTATGACGATTGTCGCTGTGATTCTGCTGCCAATTGCCTTGGCATACTTCATCTGGAGCTATGTGGTCTTCCACAAG 
CGGATTCAAGCAAAAGGAGCGGTTAGTGAAT 
62 AB780881 
TGGCCAAACAATTAGTGGCAGCTGGTGCCGACATGCTTGCGATTAAAGACATGGCCGGCTTGTTGAAACCGCAAGCGGCGA 
CAGAGTTAGTAACGGCGCTCAAAGATGCGGTCAGTGTGCCGATTCATTTGCACACACATGACACCACTGGTAACGGTATCG 
CGACTTATGTAGCCGCTGCTAATGCTGGGGTCGATATCGTTGATGTGGCGCAAAGCAGTTTTTCCGGAACGACCAGTCAGC 
CTAGTCTAGAAAGTCTTTACTATGCATTAAGTGGCAATCAGCGACAGCCAGATGTTGCCATTGAAAAGGCGCAGAAGTTGA 
ATCGCTATTTTCAGGCAATCAGGCCTTACTATGCCGATTTTAGTAATGGTGTGACGGGTCCGCTAACGGATATTTATACAG 
TCCAGATGCCAGGTGGCCAGTATAGTAACTTGCAGCAACAAGCGCGTAGCATGGGGATAACGGATTTTGAGGCCGTTAAAA 
CTATGTATGCCGAGGTAAATACCTTATTTGGCGATATCATCAAAGTAACGCCATCCTCAAAGGTGGTGGGTGATATGGCGT 
TGTTCATGCTGCAAAATCACTTGACACCCGATGAAGTGTTGGCGCATGGTGAGCAATATGATTTTCCGGCCTCGGTCGTGG 
CATTCTTTAAAGGC 
68 AB780882 
CAACTGGGATTGCCAAAGGTGCGACCCGTTTCACGAAGAACCCGAAGGAATTAAAAATTGCGGAGTATGCGGCAGAGGTCA 
TTACCAAATCGGCCTACTTCAAAAATGGGTTCTCATTCCAGACCGGTACTGGCGGCTCTTCGCTGGCTGTTGCGCGTTTTC 
TGCGGCAAGCGATGTTGGACCAAGACATCAAAGCTAGTTTTGCGTTGGGTGGCATTACCAATTCAATGGTTGAATTGTTGA 
AGGAAGGCCTTGTCGAAAAGATTATCGATGTGCAGGACTTTGACCATCCCTCTGCGGTTTCATTAGGCGAGAACGCA 
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表 2-3.  IL-8遊離抑制作用を持つ Lcのゲノム DNA断片の塩基配列 
Plasmid no. Accession no. Sequence (5’  3’) 
73 AB780883 
AAAGCAAATTTGGTTTATGCGGGTTCTTGGCTTTTTGCCCAAGGGTATTGCCGCAGCGTCTTACATGTTCGCAATCGCAAG 
GCCTTTCGCCAGGCTGCCGGGCGCGGTTATTTTGTTTATGGTAATCACACTCAGCCTTTTGGGGATGTTTTCACACCCATG 
CGCGTGAATCAGTCGCGCCGGGTTTTTACGTTGGCATCACCGGCTAATCTAAGCGTGCCCATTCTAGGACGAATCGTGCCT 
TATGGTGGCGGTTTGCTGGTGCCAAGCAAGTTACATCAATTGCGCCCGTTTGCTCAAGCCATTCGGCGCGTTATCAAACAA 
CGACATGTGGTCATGATTTATCCTGAAGCCCATGTCTGGCCTTACTATACTGGCATTCGGCCGTTTGAAAATGGTGCTTTT 
CATTATCCGGTGACAACCAATGCACCAGTATTTGCAACCACAATGACTTATCAAGCCCGGCGGTGGCGGCAAAAGCCACGT 
CG 
79 AB780884 
CGGACAAAATCAAGCCGAAGCCTTTTGTCACCGGATTATTCATGAACGGCACCACTTCAAGCAGCTTCTGATTGGTAAAGA 
TGTTCCCAATGGCAATCAGAATCCCCGCAATCGGCAGGATCAGTTTTAAGTCGTCGGCATTGAACCCTAGTGCAAGCACAA 
CCAGCAAAACGAAGCGATAAAGAATGCTACCGAGAATCACGGCAACCAAACGCTGTGAGAGTGTTAATTCGCCAAATACAA 
CTTCCCCGATGATAATCGCGGCGAGGCCAATGACAAT 
83 AB780885 
AACTGGCAACCATCGCTACGAAACTGGAGCAACATTATCGTGATATGCAGGATTTGGAGTTCACAATCGAACACGGTCATT 
TTTATCTGTTGCAGGCGCGTAATGGGAAAAGAACGCCAGCCGCGGCGGTGAAAATCGCGGTTGATTTAGTTAATGAAGGAC 
T 
85 AB780886 
CACTTGAACGACAACTTGGTGGCTGCATTGCTAAACCGATTGTAGTCGGGGATGGCTGTTGGCTCGCTGCCAATGTGACGG 
TGCTACCCGGCGTCACGATTGGTGCGGGGACGATTATCGGGGCAGGTAGTGTTGTCACCCACGACATCCCAGCGCGCGTGA 
TTGCGGCGGGTAATCCTTGCGAAGTGCTGCGCGA 
87 AB780887 
TTCCTTGCCAGCATTATTACAGTCATTTCAAACGCCAAAAAAGAGACTTTGCCAAGCCTCTTTAAAACAAAACGACGATGG 
TTAATCCAATTACTAGGAGCCCTTGTAGAAGCTGCTTTGTTTCTCTTCATAAAATTTTTAACTAGCCAATGAAGCATCCCC 
TTGTACAAGATGAATATTCAATGGCTGAAATTGCTGGACCTT 
 
表 2-4.  抗炎症作用を持つ 24個の Lcのゲノム DNA 由来 
断片に高頻度に含まれる配列 
No. Sequence 配列を含むプラスミド 
1 CAAAACTA No. 5, 11, 13 
2 GATGGTCA No. 11, 50, 68 
3 TGGCTGTT No. 11, 68, 85 
4 TTGCCGCA No. 13, 50, 68, 73 
5 GATTATCG No. 37, 68, 85 
6 CGGCATTT No. 5, 11, 52, 55 
7 TTTTGCCG No. 5, 13, 49, 73 
8 TTGTCACC No. 37, 41, 57, 73 79, 85 
9 CATCAAAG No. 50, 60, 62, 68 
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表 2-5.  Lcのゲノム DNAに含まれる抗炎症作用を持つ ODNの候補 
Sense  Anti-sense 
No. Sequence (5’  3’)  No. Sequence (5’  3’) 
1F CAAAACTA  1R TAGTTTTG 
2F GATGGTCA  2R TGACCATC 
3F TGGCTGTT  3R AACAGCCA 
4F TTGCCGCA  4R TGCGGCAA 
5F GATTATCG  5R CGATAATC 
6F CGCCATTT  6R AAATGGCG 
7F TTTTGCCG  7R CGGCAAAA 
8F TTGTCACC  8R GGTGACAA 
9F CATCAAAG  9R CTTTGATG 
 
 
図 2-4.  H2O2を曝露した Caco-2細胞における ODNの IL-8遊離抑制作用 
 
*P < 0.05, **P < 0.01 vs. H2O2 + H2O 
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第 3節 Lactobacillus属のゲノム DNA内に含まれる抗炎症作用を持つ ODNの 
頻度の算出 
 
本節では、乳酸菌のゲノム DNAによる抗炎症作用の要因となっている ODN
を特定するために、前節において IL-8 遊離抑制作用を示した 14種類の ODNが
5種類の Lactobacillus 属(La, Lc, Lg, Lp, Lr)のゲノム DNAにどの程度の頻度で含
まれているかを検討した。強い抗炎症作用を示した 4種類の Lactobacillus属 (Lc, 
Lg, Lp, Lr)に高頻度に含まれる ODNがゲノム DNAの抗炎症作用を決定する
ODNであると考えられる。 
 
① 実験方法 
現在、3種類の La、7 種類の Lc、1 種類の Lg、6種類の Lp、5種類の Lrのゲ
ノム DNAの完全長ゲノムが NCBIデータベースで公開されている (表 2-6)。よ
って、これらのゲノム DNA情報を用いて、14種類の抗炎症作用を持つ ODNが
ゲノム DNA 106 bpあたり何個存在するかを算出した。 
 
② 実験結果 
各乳酸菌のゲノム DNAにおいて、3F、3R、5F、5R、8F、8R、9F、9R の塩基
配列の頻度は同程度であった。一方、4F、4R、6F、6R、7F、7R の塩基配列は、
他の 4種類の Lactobacillus 属と比較して、Lc のゲノム DNA に高頻度に含まれて
いた。特に、7Fおよび 7RのLcのゲノムDNAにおける頻度は、最も高かった (127 
– 129 per 106 bp) (図 2-5)。また、7種類の Lcのゲノム DNA 間の 7Fおよび 7R
の頻度は、同程度であった (表 2-7)。この結果は、7Fおよび 7R は、Lactobacillus
属ではなく、Lcのすべての株に特有の抗炎症作用を示す ODN であることを示
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唆した。よって、以降の実験には、Lcゲノム DNAに高頻度に存在し、抗炎症
作用を示す 7F、7R、ゲノム DNA内の頻度は 5種類の Lactobacillus 属間で差は
ないが、抗炎症作用を示す 8F、ネガティブコントロールとして抗炎症作用を示
さない 1Fを使用した。 
 
表 2-6.  完全長ゲノムが公開されている 5種類の Lactobacillus 属 
Species Strain Accession no. 
L. acidophilus 30SC NC_015214 
 La-14 NC_021181 
 NCFM NC_006814 
L. casei ATCC334 NC_008526 
 LOCK919 NC_021721 
 BD-II NC_017474 
 BL23 NC_010999 
 LC2W NC_017473 
 W56 NC_018641 
 str. Zhang NC_014334 
L. gasseri ATCC33323 NC_008530 
L. plantarum 16 NC_021514 
 WCFS1 NC_004567 
 JDM1 NC_012984 
 ZJ316 NC_020229 
 subsp. plantarum P-8 NC_021224 
 subsp. plantarum ST- III NC_014554 
L. reuteri DSM20016 NC_009513 
 SD2112 NC_015697 
 l5007 NC_021494 
 JCM1112 NC_010609 
 TD1 NC_021872 
 
表 2-7.  7 種類の Lcのゲノム DNA内に含まれる 7Fと 7R の頻度 
Species Strain 
7Fおよび 7Rの頻度 
(コピー数 / 106 bp) 
Lc ATCC334 127 
 LOCK919 129 
 BD-II 128 
 BL23 129 
 LC2W 129 
 W56 129 
 str. Zhang 132 
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第 4節 LPS を曝露した THP-1細胞における抗炎症作用を持つ ODN の iNOS 
および COX-2発現増加抑制作用 
 
 腸管における炎症を抑制するためには、上皮細胞だけでなく、免疫細胞にお
いても抗炎症作用を示す必要がある。よって、本節では、ヒトマクロファージ
様細胞を用いて、ODNの免疫細胞における抗炎症作用を評価した。ヒト単球性
白血病由来細胞株である THP-1は、13-酢酸 12-ミリスチン酸ホルボール (PMA)
を曝露することにより、マクロファージ様細胞に分化することが知られている 
[49]。また、LPS は、腸管の炎症に寄与する炎症誘発物質であり [40]、PMAに
より分化した THP-1細胞において、LPS の曝露が iNOS および COX-2の発現誘
導を促進することが報告されている [50]。よって、本研究では、LPS を免疫細
胞に対する炎症誘発物質として使用した。 
 
① 実験方法 
THP-1細胞 (3 × 106 cells/well/2 ml)を 6 well プレートに分注し、100 ng/ml PMA
の存在下、48時間インキュベートすることにより、マクロファージ様細胞に分
化させた。次に、3 g/ml LPS の存在下、最終濃度が 30 M となるように 1F、7F、
7R、8Fを曝露し、24時間インキュベートした。そして、細胞内タンパク質抽出
物を作製し、iNOS および COX-2の発現量をそれぞれウエスタンブロットおよ
び ELISAにより測定した。多重比較には、Tukey’s test を使用した。 
 
② 実験結果 
7F、7R、8Fの曝露は、LPS による iNOS の発現増加を抑制した (0.56 ± 0.05, 0.56 
± 0.04, 0.49 ± 0.05 vs. 0.86 ± 0.09 at relative density, P < 0.05) (図 2-6A)。一方、LPS
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による COX-2の発現増加を抑制した ODN は、7Fのみであった (2.81 ± 0.39 vs. 
4.78 ± 0.49 g/ml, P < 0.05) (図 2-7B)。また、1Fは iNOS および COX-2のどちら
の発現にも影響を与えなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2-6.  LPS を曝露した THP-1細胞における ODNの iNOS および COX-2 
発現増加作用 
(A) 
(B) 
*P < 0.05 vs. LPS + H2O 
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第 5節 DSS誘発性大腸炎マウスに対する抗炎症作用を持つ ODNの 
症状軽減作用 
 
前節までの結果から、Lc のゲノム DNA に最も高頻度に含まれる ODN 7F が
上皮細胞および免疫細胞において、強い抗炎症作用を示すことが明らかとなっ
た。本節では、ヒト IBDと同様の腸管炎症を示す DSS 誘発性大腸炎マウスを作
製し [51]、ODN のマウス大腸炎に対する症状軽減作用を検討した。炎症の程度
は、体重減少、下痢、血便をスコア化した disease activity index (DAI)、大腸の短
縮、好中球遊走の指標であるミエロペルオキシダーゼ (MPO)活性、ヒト IL-8の
マウスホモログである macrophage inflammatory protein-2 (MIP-2)、iNOS、COX-2
の mRNA発現量により評価した。 
 
① 実験方法 
 DSS 誘発性大腸炎マウスは、6週齢の雄の C57BL/6N マウスに 3%DSS 溶液を
7日間飲水として与えることにより作製した。ODNの経口投与 (2 nmol/g mouse)
は、DSS の投与を開始する 6日前より 2日おきに 5回行った (図 2-7)。DSS の投
与 0日目より、毎日、体重の測定、下痢および血便の観察を行い、スコア化し
た。そして、それぞれのスコアを合計し、DAIを算出した。DSS 投与 7日目に
マウスを解剖し、大腸を摘出した。大腸の長さを測定後、タンパク質および RNA
をそれぞれ抽出した。タンパク質抽出物は、MPO活性の測定に使用した。また、
RNA抽出物は、逆転写後、real-time PCR を用いたMIP-2、iNOS、COX-2 mRNA
の発現量の測定に使用した。内標準遺伝子には、-actin を使用した。多重比較
には、Bonferroni’s test を使用した。 
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② 実験結果 
 DSS の投与により、DAIは 4日目以降に経日的に増加した。7Fの経口投与は、
6日目および 7日目において、DSSによるDAIの増加を有意に抑制した (5.5 ± 0.6, 
7.1 ± 0.6 vs. 8.3 ± 0.4, 9.9 ± 0.3 at DAI, P < 0.01) (図 2-8A)。一方、1F、7R、8Fの経
口投与は、DAIに影響を与えなかった。DSS 投与 7日目に摘出した大腸におい
て、DSS を投与したマウスでは、大腸の短縮と MPO 活性の増加が観察された。
7F、7R、8Fの経口投与は、DSS による大腸の短縮を有意に抑制したが (7.1 ± 0.3, 
6.2 ± 0.2, 6.6 ± 0.1 vs.10 ± 0.2 cm, 7F: P < 0.01, 7R, 8F: P < 0.05) (図 2-8B)、DSS に
よるMPO活性の増加は、7Fのみが抑制した (0.20 ± 0.01 vs. 0.27 ± 0.03 U/mg 
protein) (図 2-8C)。1F の経口投与は、DSS による大腸の短縮、MPO活性の増加
に影響を与えなかった。さらに、炎症誘発因子である MIP-2、iNOS、COX-2 mRNA
の大腸における発現量を測定した結果、DSS の投与により、すべての発現量が
増加していた。7Fの経口投与は、DSS によるMIP-2、iNOS、COX-2 mRNAの発
現増加をそれぞれ 0.44倍 (P < 0.01)、0.42 倍 (P < 0.05)、0.44 倍 (P < 0.05)に抑
制した (図 2-9)。一方、1F、7R、8Fの経口投与は、これらの mRNA発現量に影
響を与えなかった。これらの結果は、7Fが DSS 誘発性大腸炎マウスの症状を軽
減することを示した。 
図 2-7.  DSS および ODNの投与スケジュール 
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図 2-8.  7Fによる DSS 誘発性マウス大腸炎の症状軽減作用 
(A) 
(B) 
(C) 
*P < 0.05, **P < 0.01 vs. DSS + saline 
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図 2-9.  DSS を投与したマウス大腸における 7FのMIP-2 (A)、iNOS (B)、 
COX-2 (C) mRNA発現抑制作用 
(A) 
(B) 
(C) 
*P < 0.05, **P < 0.01 vs. DSS + saline 
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第 6節 TLR9の発現抑制が抗炎症作用を持つ ODNの IL-8 遊離抑制作用に 
与える影響 
 
 第 1章において、Caco-2細胞を用いて、乳酸菌のゲノム DNA が TLR9 を介し
て H2O2による IL-8の遊離を抑制することを明らかにした。よって、本節では、
腸管上皮細胞における 7Fの抗炎症作用機構を解明するために、RNAi 法を用い
て TLR9 の発現を抑制した Caco-2細胞を使用し、TLR9 の発現抑制が 7Fによる
IL-8遊離抑制作用に与える影響を検討した。 
 
① 実験方法 
 Caco-2細胞 (2 × 105 cells/well/500 l)を 24 wellプレートに分注し、TLR9-siRNA
およびネガティブコントロールとして用いた scramble TLR9-siRNAのトランス
フェクションを 24時間行った。次に、1 mM H2O2の存在下、1Fおよび 7F (30 M)
を曝露した。48 時間インキュベートした後、培養上清の回収および細胞内タン
パク質の抽出を行った。培養上清中の IL-8濃度は ELISAにより測定した。また、
TLR9 に特異的な抗体を用いたウエスタンブロットにより、細胞内タンパク質の
TLR9 発現量を測定し、TLR9 の発現抑制を確認した。これらの結果から、7Fに
よる IL-8遊離抑制作用への TLR9 の関与を評価した。多重比較には、Tukey’s test
を使用した。 
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② 実験結果 
 siRNAを処置していない細胞および scramble TLR9-siRNAをトランスフェク
ションした細胞では、TLR9 の発現が確認できた。一方、TLR9-siRNAをトラン
スフェクションした細胞では、TLR9 は検出されなかった (図 2-10A)。したがっ
て、Caco-2細胞における TLR9 の発現が抑制されていることを確認した。次に、
7Fによる IL-8遊離抑制作用に TLR9 の発現抑制が与える影響を検討した。その
結果、siRNAを処置していない細胞および scramble TLR9-siRNAをトランスフェ
クションした細胞では、7Fは IL-8の遊離を抑制した (siRNA 未処置：376 ± 68、
scramble TLR9-siRNA：315 ± 45 pg/ml)。また、TLR9-siRNAをトランスフェクシ
ョンした細胞においても、7Fは H2O2による IL-8の遊離を抑制した (526 ± 83 vs. 
793 ± 25 pg/ml, P < 0.05)。しかし、TLR9-siRNAをトランスフェクションした細
胞において、H2O2と 7Fを曝露した細胞の IL-8遊離量は、siRNAを処置してい
ない細胞および scramble TLR9-siRNAをトランスフェクションした細胞におい
て H2O2と 7Fを曝露した細胞の IL-8遊離量と比較し、有意に高かった (526 ± 83 
vs. 376 ± 68, 315 ± 45 pg/ml, P < 0.05) (図 2-10B)。これらの結果は、7Fの IL-8遊
離抑制作用は、TLR9 の発現を抑制しても、完全には消失しないことを示した。
また、7Fの抗炎症作用には TLR9 が関与するが、TLR9 非依存的な経路も存在す
ることを示唆した。 
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図 2-10.  TLR9 の発現抑制が 7Fの IL-8遊離抑制作用に与える影響 
(A) 
(B) 
*P < 0.05 
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第 7節 Hsp70の発現抑制が抗炎症作用を持つ ODNの IL-8遊離抑制作用に 
与える影響 
 
 前節までの結果から、7Fの IL-8遊離抑制作用には、TLR9 非依存的な経路が
存在する可能性が示された。よって、本節では、7Fの腸管上皮細胞における抗
炎症作用に、乳酸菌の抗炎症作用機構の一つである Hsp70が関与するかを検討
するために、RNAi法を用いて、Hsp70の発現を抑制したCaco-2細胞を作製した。
そして、Hsp70の発現抑制が 7Fによる IL-8 遊離抑制作用に与える影響を検討し
た。 
 
① 実験方法 
 Caco-2細胞 (2 × 105 cells/well/500 l)を 24 well プレートに分注し、
Hsp70-siRNAおよびネガティブコントロールとして用いた scramble 
Hsp70-siRNAのトランスフェクションを 24時間行った。次に、1 mM H2O2の存
在下、1Fおよび 7F (30 M)を曝露した。48 時間インキュベートした後、培養上
清の回収および細胞内タンパク質の抽出を行った。培養上清中の IL-8濃度は
ELISAにより測定した。また、Hsp70 に特異的な抗体を用いたウエスタンブロ
ットにより、細胞内タンパク質の Hsp70 発現量を測定し、Hsp70 の発現抑制を
評価した。これらの結果から、7Fによる IL-8遊離抑制作用への Hsp70の関与を
評価した。多重比較には、Tukey’s test を使用した。 
 
 
 
 
50 
② 実験結果 
 siRNAを処置していない細胞および scramble Hsp70-siRNAをトランスフェク
ションした細胞では、Hsp70の発現が確認できた。一方、Hsp70-siRNAをトラン
スフェクションした細胞では、Hsp70は検出されなかった (図 2-11A)。したがっ
て、Caco-2細胞における Hsp70の発現が抑制されていることを確認した。次に、
7Fによる IL-8遊離抑制作用に Hsp70の発現抑制が与える影響を検討した。その
結果、siRNAを処置していない細胞および scramble TLR9-siRNAをトランスフェ
クションした細胞では、7Fは IL-8の遊離を抑制した (siRNA 未処置：366 ± 62、
scramble TLR9-siRNA：315 ±45 pg/ml)。しかし、Hsp70-siRNAをトランスフェク
ションした細胞では、7Fは H2O2による IL-8 の遊離に影響を与えなかった (647 
± 131 pg/ml)。また、siRNAを処置していない細胞および scramble TLR9-siRNA
をトランスフェクションした細胞と TLR9-siRNAをトランスフェクションした
細胞では、7F を曝露した細胞の IL-8遊離量に有意な差が見られた (P < 0.05) (図
2-11B)。これらの結果は、Hsp70の発現抑制が 7Fによる IL-8遊離抑制作用を完
全に消失させることを示した。 
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図 2-11.  Hsp70 の発現抑制が 7Fの IL-8遊離抑制作用に与える影響 
(B) 
(A) 
*P < 0.05 
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第 8節 Caco-2 細胞、DSS誘発性大腸炎マウスにおける抗炎症作用を持つ 
ODNの Hsp70 発現増加作用 
 
 前節の結果から、上皮細胞における 7Fの抗炎症作用機構に Hsp70が関与する
ことが明らかとなった。よって、本節では、7Fを曝露した Caco-2 細胞および経
口投与したマウス大腸における Hsp70 の発現増加作用について検討した。 
 
① 実験方法 
Caco-2細胞 (7 × 105 cells/well/2 ml)を 6 wellプレートに分注し、一晩培養した。
次に、1 mM H2O2の存在下、1Fおよび 7F (30 M)を曝露し、16時間インキュベ
ートした。そして、細胞内タンパク質抽出物を作製した。また、DSS および 7F
を投与したマウスの大腸からタンパク質を抽出した。Hsp70 の発現量は、ウエス
タンブロットにより測定した。内標準タンパク質として、-actin の発現量も測
定した。多重比較には、Tukey’s test (Caco-2 細胞)または Bonferroni’s test (マウス
大腸)を使用した。 
 
② 実験結果 
 Caco-2細胞およびマウス大腸において、Hsp70は恒常的に発現していた。ま
た、H2O2の曝露および DSS の投与により、Hsp70の発現量に差は見られなかっ
た。一方、7Fの曝露は Caco-2細胞における Hsp70の発現量を 2.7倍に、7Fの経
口投与はマウス大腸における Hsp70の発現量を 2.2倍に増加させた (P < 0.05) 
(図 2-12)。しかし、1F の曝露および投与は、Hsp70の発現量に影響を与えなかっ
た。これらの結果は、7Fが Hsp70の発現を増加させることにより、抗炎症作用
を示すことを示唆した。 
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図 2-12.  7FによるCaco-2細胞 (A)およびマウス大腸 (B)におけるHsp70発現量 
の増加 
 
 
 
 
 
(A) 
(B) 
*P < 0.05 vs. H2O2 + H2O 
*P < 0.05 vs. DSS + saline 
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第 9節 抗炎症作用を持つ ODNの Hsp90 への結合と Hsp90 の ATPase活性 
阻害作用 
 
 前節までの結果から、7Fは TLR9 非依存的な経路を介して、Hsp70の発現を
増加させる可能性を示した。Hsp70の発現増加の作用機構の一つとして、Hsp90
への結合およびその ATPase活性の阻害が知られている [45]。よって、本節では、
recombinant Hsp90 (rHsp90)を用いて、7Fの rHsp90 に対する親和性および rHsp90
の ATPase活性に与える影響を検討した。 
 
(1) 抗炎症作用を持つ ODNの rHsp90 への結合 
① 実験方法 
1Fまたは 7Fをストレプトアビジンおよびビオチンを介して、アガロース樹脂
に結合させた。この複合体 (10, 20, 40, 80 l)を 1 gの rHsp90 と反応させること
により、1Fまたは 7F を介して、アガロース樹脂と rHsp90 を結合させた。そし
て、樹脂を遠心、洗浄後、熱処理によって rHsp90 と ODNの結合を解離し、溶
出した rHsp90 をウエスタンブロットにより検出した (図 2-13)。少量の ODN-ア
ガロース樹脂複合体の使用でも rHsp90 が検出された場合、rHsp90 に対する親和
性が高いこととなる。 
 
② 実験結果 
1Fとアガロース樹脂を用いた場合、80 l で Hsp90が検出された。一方、7F
とアガロース樹脂を用いた場合、20、40、80 l で Hsp90 が検出された。また、
ODNを結合させていないアガロース樹脂では、Hsp90は検出されなかった (図
2-14)。この結果は、7F の rHsp90 に対する親和性は、1Fより高いことを示した。 
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図 2-13.  抗炎症作用を持つ DNAと rHsp90 の結合反応 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2-14.  1Fおよび 7F の rHsp90 に対する親和性 
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(2) 抗炎症作用を持つ ODNが rHsp90 の ATPase活性に与える影響 
① 実験方法 
 rHsp90 (50 ng/l)を用いて、ATPase活性を測定した。ODN による ATPase活性
の阻害は、反応系に 1Fまたは 7F (3, 10, 30 M)を添加することにより評価した。
ATPase活性は、ATP が ADP に変換される際に遊離するリン酸をマラカイトグ
リーンとモリブデン酸アンモニウムにより発色させ、OD630を測定した。また、
本実験における ATPase活性 1 Unit は、1分間に 1 mol のリン酸を遊離させるた
めに必要な Hsp90 の量で定義した。多重比較には、Tukey’s test を使用した。 
 
② 実験結果 
 3および 10 Mの 7Fは rHsp90のATPase活性に影響を与えなかったが、30M
の 7Fは rHsp90 単独と比較し、ATPase活性を有意に抑制した (12.1 ± 0.7 vs. 21.0 
± 2.4 nmol/mg/min, P < 0.05) (図 2-15)。一方、1Fはすべての濃度で、rHsp90 の
ATPase活性に影響を与えなかった。この結果は、7Fが用量依存的に rHsp90 の
ATPase活性を阻害することを示した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2-15.  7Fによる rHsp90 の ATPase活性の阻害作用 
*P < 0.05 vs. rHsp90 alone 
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第 10節 小括 
 
本章では、抗炎症作用を持つ乳酸菌のゲノム DNAを IBD の予防・治療薬とし
て応用することを目的として、強い抗炎症作用を持つ ODN の特定を行った。そ
の結果、Caco-2細胞において IL-8の遊離を抑制する 14種類のODNを特定した。
特に、Lcのゲノム DNAに高頻度に含まれる 7F (TTTTGCCG)は、免疫細胞であ
る THP-1 細胞において抗炎症作用を示し、DSS 誘発性大腸炎マウスの症状を軽
減した。また、7Fの抗炎症作用を検討した結果、TLR9 および Hsp90 への結合
を介した Hsp70の発現増加が 7Fの抗炎症作用に重要であることを示した (図
2-16)。 
乳酸菌のゲノム DNA は、分子量が高い、不安定である、合成できない、菌体
からの抽出工程が煩雑であるなどの問題点があるため、IBD の予防・治療薬と
しての応用は困難であった。この問題を克服するために、Lcのゲノム DNAか
ら強い抗炎症作用を持つ ODN 7Fを特定した。ODNは、ゲノム DNAと比較し
て分子量が低く、安定であり、さらに、合成可能であるため、乳酸菌のゲノム
DNAの問題点を回避することができると考えられる。また、いくつかの ODN
はワクチンやアレルゲンに対するアジュバントとして、臨床試験が行われてお
り、その有効性、安全性が認められている [52]。本国においても、大腸癌特異
的抗原に対するアジュバントとしての臨床試験が行われていることから [53]、
その実用化は間近であるといえる。これらの知見は、7Fが IBDなどの炎症性疾
患に対する予防・治療薬として応用できる可能性を強く支持している。 
 第 1章において、Laのゲノム DNAの抗炎症作用は、他の 4種類の Lactobacillus
属 (Lc, Lg, Lp, Lr)より弱いことを示した (図 1-2A, 1-4)。一方、Bouladoux Nらは、
抗炎症作用を持つ 2種類の配列 (TTAGGG, TCAAGCTTGA)が乳酸菌のゲノム
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DNAによる抗炎症作用の強さを     表 2-8.  抗炎症作用を持つ配列の頻度 
決定する可能性を報告した [25]。し
かし、5種類の Lactobacillus 属にお
いて、これら 2種類の配列の頻度と
抗炎症作用の強さに相関関係は見
られなかった (表 2-8)。また、本章
において特定された 14種類の抗炎
症作用を持つ ODN についても、同
様の結果が得られた (図 2-5)。本章の結果では、菌種によって乳酸菌のゲノム
DNAによる抗炎症作用の強さが異なる理由を抗炎症作用を持つ ODNの頻度に
より説明することはできなかった。これまでの研究で、乳酸菌のゲノム DNAに
は、抗炎症作用を持つ配列だけではなく、免疫を賦活化し、炎症を促進する配
列が含まれていることも報告されている [24]。よって、炎症を抑制する持つ
ODNの頻度と炎症を促進するODNの頻度のバランスが乳酸菌のゲノムDNAに
よる抗炎症作用の強さを決定しているかもしれない。しかし、本研究の過程で、
4種類の Lactobacillus 属 (La, Lg, Lp, Lr)と比較し、Lcのゲノム DNA内に高頻度
に含まれる ODN 7Fを発見した。よって、7Fは、Lactobacillus 属ではなく、Lc
のゲノム DNAによる抗炎症作用の強さを決定する因子であると考えられる。ま
た、Lcと同様に他の Lactobacillus 属のゲノム DNAについても、それぞれの種に
特異的な抗炎症作用を持つ ODNが存在する可能性がある。 
TLR9 は、乳酸菌のゲノム DNAによる抗炎症作用を制御する因子であったた
め (図 1-6,7)、7Fも同様に TLR9 を介して抗炎症作用を発揮することが考えられ
た。予想通り、7Fの IL-8遊離抑制作用は TLR9 の発現抑制により、弱くなった。
しかし、完全には消失しなかった。この結果は、7Fの抗炎症作用への TLR9 非
乳酸菌 
Copy number per 10
6
 base pairs 
TTAGGG TCAAGCTTGA 
La 219 – 233 2.01 – 6.74 
Lc 180 - 201 2.60 – 3.85 
Lg 260 4.22 
Lp 272 - 281 1.88 – 2.64 
Lr 327 - 337 2.94 – 5.30 
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依存的な経路の存在を示唆した。一方、Hsp70の発現抑制により、7Fの IL-8遊
離抑制作用は完全に消失したこと、7Fを曝露した Caco-2細胞および経口投与し
たマウス大腸において Hsp70の発現量が増加することから、Hsp70の発現増加
が 7F の主な抗炎症作用機構となっている可能性が高いことが示された。また、
Kuo CC らは、炎症性関節炎モデルマウスの症状を改善することができる CpG-B 
ODN (TCCATGACGTTCCTGATGCT) [54]がヒト胎児腎臓由来細胞株 HEK293に
おいて、Hsp70の発現を増加させることを報告した [55]。彼らは、この作用が
TLR9 阻害剤であるクロロキンの曝露により、消失することも示した。本章の結
果とこれらの報告から、抗炎症作用を持つ ODNは TLR9 への刺激を介して、
Hsp70の発現を増加させていることが考えられる。この他にも、Hsp90に結合し、
その ATPase活性を阻害する物質は、Hsp70 の発現を誘導することが知られてい
る [45]。したがって、7Fは、TLR9 および Hsp90 への結合を介して、Hsp70の
発現を増加させ、抗炎症作用を発揮している可能性が高い。 
 腸管における炎症を抑制するためには、上皮細胞だけでなく、免疫細胞にお
いても抗炎症作用を発揮する必要がある。したがって、THP-1 細胞における ODN
の抗炎症作用を検討した結果、7Fは iNOS および COX-2の両方の発現を抑制す
るが、7Rおよび 8Fは iNOSの発現のみを抑制した。これまでに、LPSによる iNOS
および COX-2の発現増加には、NF-Bや mitogen activated protein kinase (MAPK)
の活性化が関与することが示されている [56]。MAPKには、p38や c-jun 
N-terminal kinase (JNK)、extracellular signal-regulated kinase (ERK) 1/2 などの経路
が存在しており、それぞれ多段階のリン酸化反応を経て、核内に情報が伝えら
れる [57]。また、Lee J らは、マウスマクロファージ細胞株 RAW264.7 において、
p38阻害剤である SB203580が LPSによる iNOSおよびCOX-2の発現増加を抑制
することを報告した。興味深いことに、彼らは、JNK阻害剤である SP600125 は
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LPS による iNOS の増加は抑制するが、LPS による COX-2の増加には影響を与
えないこと、ERK1/2 阻害剤である U0126は LPS による COX-2 の増加は抑制す
るが、LPS による iNOS の増加には影響を与えないことも示した [58]。この結果
は、LPS は p38および JNKのリン酸化により iNOS の発現を増加させ、p38およ
び ERK1/2 のリン酸化により COX-2の発現を増加させることを示唆した。さら
に、Hsp70遺伝子欠損マウス由来の胎児繊維芽細胞に対する高浸透圧処置が p38
や JNKではなく、ERK1/2の過剰なリン酸化を引き起こすことが示されている 
[59]。この結果は、Hsp70 がMAPKの中でも特に、ERKのリン酸化の抑制に関
与していることを示唆した。本章の結果とこれらの知見から、THP-1細胞にお
いて、7Fは、Hsp70 の発現増加を介した ERK1/2 リン酸化の抑制により、LPS
による COX-2の発現増加を抑制した可能性が高い。また、7R および 8Fは、JNK
リン酸化の抑制により iNOS の発現増加を抑制したかもしれない。 
図 2-16.  7Fの抗炎症作用機構 
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総括ならびに結論 
 
 本論文では、乳酸菌のゲノム DNAの菌種間における抗炎症作用の比較、作用
機構の解明、IBD 予防・治療薬への応用を目的とした ODN の特定を行った。 
 
第 1章 乳酸菌のゲノム DNAによる抗炎症作用の比較および作用機構の解明 
 本研究に使用した 5種類の Lactobacillus 属のゲノム DNA は、Caco-2細胞にお
いて、H2O2による IL-8 の遊離を用量依存的に抑制した。また、H2O2による NF-B
の核内移行、IB-の分解も抑制した。しかし、Laのゲノム DNA による作用は、
他の 4種類の Lactobacillus 属 (Lc, Lg, Lp, Lr)のゲノム DNA より弱かった。大腸
菌のゲノム DNA についても検討を行ったが、H2O2による IL-8の遊離、NF-B
の核内移行、IB-の分解に影響は見られなかった。 
一方、乳酸菌のゲノム DNAの抗炎症作用機構を検討した結果、5種類の
Lactobacillus 属および大腸菌のゲノム DNA を H2O2の存在下で Caco-2細胞に曝
露したとき、Caco-2細胞内 DNA抽出物において、各細菌特異的な 16S rRNA遺
伝子の増幅が確認された。しかし、H2O2の存在下では、この現象は観察されな
かった。さらに、RNAi 法を用いて TLR9 の発現を抑制した Caco-2細胞では、5
種類の Lactobacillus 属のゲノム DNAによる IL-8遊離、NF-B核内移行、IB-
分解の抑制作用は、完全に消失した。 
 
 第 1章の結果より、乳酸菌の生菌と同様に、ゲノム DNA においても、抗炎症
作用の強さが菌種により異なることが明らかとなった。さらに、乳酸菌のゲノ
ム DNAは、H2O2の存在下でのみ Caco-2細胞内に侵入し、TLR9 を介して、IL-8
の遊離、NF-Bの核内移行、IB-の分解を抑制することを示した。 
62 
第 2章 乳酸菌のゲノム DNAの炎症性腸疾患 (IBD) への応用 
Lcのゲノム DNA を用いてゲノム DNAライブラリーを作製し、Caco-2細胞に
おける IL-8 遊離抑制作用を指標として、抗炎症作用のスクリーニングを行った
結果、24 個のプラスミドが抗炎症作用を示した。これらのプラスミドに共通し
て含まれる配列を探索した結果、18種類の抗炎症作用を持つ ODN の候補を特定
した。そして、これらの ODN の中で、14 種類の ODN が H2O2による IL-8の遊
離を抑制した。特に、最も強く IL-8 の遊離を抑制した 7F (TTTTGCCG)は、Lc
のゲノム DNA内に高頻度に含まれていた。また、7Fは、免疫細胞である THP-1
細胞において、LPS による iNOS および COX-2の発現増加を抑制した。さらに、
7Fの経口投与は、DSS 誘発性大腸炎マウスの症状を軽減した。 
一方、7F の抗炎症作用を検討した結果、TLR9 の発現を抑制した Caco-2 細胞
では、7Fの IL-8 遊離抑制作用は完全には消失しなかった。しかし、Hsp70の発
現を抑制した Caco-2 細胞では、7F の IL-8 遊離抑制作用は完全に消失した。ま
た、7Fを曝露した Caco-2細胞および経口投与したマウス大腸では、Hsp70の発
現が増加していた。さらに、7F は rHsp90 に対する高い親和性を持ち、rHsp90
の ATPase活性を阻害した。 
 
第 2章の結果より、Lcのゲノム DNAに高頻度に含まれ、上皮細胞だけでな
く、免疫細胞および大腸炎マウスにおいても抗炎症作用を示す ODN 7Fを特定
した。7Fは、他の Lactobacillus 属と比較し、顕著に Lcのゲノム DNAに含まれ
ることから、Lcのゲノム DNAによる抗炎症作用の強さを決定する因子である
可能性が高い。また、7Fは乳酸菌のゲノム DNAとは異なり、TLR9 だけでなく、
Hsp90への結合およびその ATPase活性の阻害により、Hsp70 の発現を増加させ
ることにより抗炎症作用を発揮することが示唆された。 
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乳酸菌の摂取は、IBD 患者の症状を軽減することが知られているが、敗血症
などの副作用のために、その使用は制限されている。上記の問題点を解決する
ために、乳酸菌に含まれる抗炎症成分を特定し、その成分のみを利用する研究
が行われてきた。本論文においても、ゲノム DNAが乳酸菌の抗炎症成分である
ことを示した。さらに、生菌と同様に、ゲノム DNAによる抗炎症作用の強さは
菌種間で異なるため、ゲノム DNAは乳酸菌の主要な抗炎症成分である可能性を
示した。また、乳酸菌のゲノム DNAを IBD の予防・治療薬へ応用するために、
LcのゲノムDNAからODN 7F (TTTTGCCG)を特定した。7Fは in vitroにおいて、
腸管上皮細胞株およびヒトマクロファージ様細胞株の両方で抗炎症作用を示し
た。さらに、in vitro において、DSS 誘発性大腸炎マウスの症状を軽減した。こ
れらの結果は、7Fが新たな IBDの予防・治療薬となる可能性を示している。 
しかし、本論文の結果では、生菌の乳酸菌および乳酸菌のゲノム DNAによる
抗炎症作用の強さが菌種によって異なる原因を、ODNによって説明することが
できなかった。よって、これらの原因を解明するためには、抗炎症作用を持つ
ODNだけではなく、炎症を誘発する ODN に関する研究や菌種の違いによるゲ
ノム DNAのメチル化の違いなど、さらなる研究が必要である。 
 一方、抗炎症作用機構を検討した結果、乳酸菌のゲノム DNA による抗炎症作
用は、完全に TLR9 に依存していたが、7Fの抗炎症作用には TLR9 だけでなく、
Hsp90も関連していた。さらに、7Fの抗炎症作用には、Hsp70 の発現を増加さ
せることが重要であることを示した。Hsp70の発現増加は、IBDや関節リウマチ
などの慢性炎症疾患に対する症状の軽減作用だけでなく、悪性腫瘍に対する抗
癌作用に関与することが知られている。したがって、7Fの Hsp70 発現誘導作用
は、いまだ治療法のない多くの難病を標的とした薬物の開発にも役立つと考え
られる。 
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実験の部 
 
1) 使用した細菌と培養条件 
1-1) 乳酸菌 
L. acidophilus (ATCC 4356)、L. casei (ATCC 27092)、L. gasseri (ATCC 33323)、
L. plantarum (ATCC 14917)、L. reuteri (ATCC 23272)を使用した。培養は、MRS
培地 (10 g/l ポリペプトン, 5 g/l 酵母エキス, 10 g/l カツオ肉エキス, 1 g/l 
Tween-80, 2 g/l クエン酸水素二アンモニウム, 5 g/l 酢酸ナトリウム三水和物, 2 
g/l リン酸水素二カリウム, 0.1 g/l 硫酸マグネシウム, 0.05 g/l 硫酸マンガン, 20 
g/l グルコース, pH6.7)中、37℃で行った。 
 
1-2) 大腸菌 
E. coli K12株由来の DH5を使用した。培養は、LB培地 (10 g/l ポリペプトン, 
5 g/l 酵母エキス, 10 g/l 塩化ナトリウム, pH7.0)中、アンピシリン (50 g/ml)の存
在下または非存在下、37℃で行った。 
 
2) 使用した細胞と培養条件 
1-1) Caco-2細胞 
 72歳男性由来のヒト大腸癌由来細胞株である。 
培養は、10% fetal bovine serum (FBS: Biowest)を添加
したMEM培地 (Minimum Essential Medium (GIBCO), 
0.1 g/l ストレプトマイシン, 0.1 g/l ペニシリン, 2.2 
g/l 炭酸水素ナトリウム, ピルビン酸ナトリウム 
(Nacalai Tesque))中、37℃、5%CO2で行った。        Caco-2細胞 
65 
1-2) THP-1細胞 
 急性単球性白血病の 1歳男児由来のヒト単球系細胞株である。培養は、10%FBS
を添加したRPMI1640培地 (RPMI1640 (GIBCO), 0.1 g/l ストレプトマイシン, 0.1 
g/l ペニシリン, 2.2 g/l 炭酸水素ナトリウム, ピルビン酸ナトリウム)中、37℃、
5%CO2で行った。実験に使用する前に、100 ng/ml PMA (Sigma-Aldrich)を 48時
間曝露することにより、マクロファージ様細胞に分化させた。 
 
 
 
 
 
分化前 (左)および分化後 (右)の THP-1細胞 
 
3) 乳酸菌からのゲノム DNAの抽出 
 一晩培養した乳酸菌 (5 × 1010 CFU)を遠心し (5,000 g, 15 min, 4℃)、10 mM 
Tris-HCl (pH8.0)で洗浄した。菌体に Lysis buffer (10 mM Tris-HCl, 5 mM EDTA, 5 
mg/ml Tween-20, 5 mg/ml TritonX-100, 20 mg/ml リゾチーム, 1 mg/ml RNaseA 
(Roche), pH8.0) 9 ml を添加し、37℃、1 時間インキュベートした。次に、5 mg/ml
プロテイナーゼ K溶液 (Wako)を 1 ml 添加し、37℃、一晩インキュベートした。
インキュベート後、等量のフェノール：クロロホルム：イソアミルアルコール
溶液 (25：24：1)を添加し、激しく混和した。遠心 (15,000 g, 5分)後、上清を回
収した。そして、中間層がなくなるまで、この操作を繰り返した。最後に回収
した上清に等量のクロロホルムを添加し、激しく混和し、遠心 (15,000 g, 5分)
した。上清に 1/10 量の酢酸ナトリウム、等量のイソプロパノールを添加し、遠
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心 (15,000 g, 30分, 4℃)した。上清を除去後、ペレットに 70%エタノール 1ml を
添加し、遠心 (15,000 g, 10分, 4℃)した。上清を除去後、ペレットを風乾し、-20
で保存した。使用前に nuclease free water を添加し、4℃、一晩インキュベートす
ることにより、ゲノム DNAを溶解した。ゲノム DNAの濃度は、OD260の値よ
り算出した。純度は、OD260/OD230、OD260/OD280により確認した。実験には、
OD260/OD230 > 2.0、OD260/OD280 > 1.8以上の純度のゲノム DNA のみを使用した。 
 
4) ゲノム DNAの DNase処理 
 各 Lactobacillus 属乳酸菌から抽出したゲノム DNAの DNase 処理は、5 g/ml 
DNase I (Roche)を添加し、37℃、16 時間インキュベートすることにより行った。 
 
5) WST-1 試薬を用いた Caco-2細胞生存率の算出 
 96 well プレート (Nunc)で培養した Caco-2 細胞 (5 × 103 cells/well)に、Premix 
WST-1 (TaKaRa Bio) 10 l を添加した。2時間インキュベート後、OD450および
OD630の値を測定した。Caco-2細胞の生存率は、OD450-OD630 (sample) / 
OD450-OD630 (non-treated control) × 100 (%)で算出した。 
 
6) ELISAによる IL-8 濃度の測定 
 Caco-2細胞の培養上清中の IL-8濃度は、human IL-8 ELISA kit (R&D Systems)
を用いて測定した。 
 
7) Caco-2細胞の細胞質内および核内タンパク質の抽出 
 24 well プレート (Nunc)で培養した Caco-2 細胞 (2 × 105 cells/well)の培養上清
を除去し、PBS 500 l で 2回洗浄した。1 well に対して、cytosolic extraction buffer 
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(20 mM HEPES, 1 mM EDTA, 10 mM NaCl, 1 mM DTT, 0.1%NP-40, 0.4 mM PMSF, 
2 g/ml アプロチニン, 2 g/ml ロイペプチン, pH7.9) 100 l を添加し、セルスクレ
ーパーを用いて細胞を剥離後、回収した。氷中、10分インキュベート後、遠心 
(3,000 g, 20分, 4℃)し、上清を回収した。この上清を細胞質内タンパク質抽出物
とした。次に、ペレットに high-salt buffer (20 mM HEPES, 420 mM NaCl, 1 mM 
EDTA, 25%グリセロール, 1 mM DTT, 0.4 mM PMSF, 2 g/ml アプロチニン, 2 
g/ml ロイペプチン, pH7.9) 100 l を添加し、4℃で 20分間、激しく撹拌した。
遠心 (15,000 rpm, 5 分, 4℃)後、上清を回収し、核内タンパク質抽出物とした。
それぞれのタンパク質濃度は、Coomassie Protein Assay Reagent (PIERCE)を用い
て測定した。 
 
8) ウエスタンブロット法 
 10 – 18%のポリアクリルアミドゲルを用いた SDS-PAGEにより、タンパク質
を分離した。ゲル上のタンパク質は、Hybond-P PVDF膜 (GE Healthcare)に転写
した。PVDF膜をブロッキング溶液 (5%スキムミルク, TBS)中、1 時間インキュ
ベートすることにより、ブロッキングを行った。次に、ブロッキング溶液で希
釈した一次抗体 (右表, Cell Signaling Technology)中、4℃、一晩インキュベート 
した。TBS-T (0.05%Tween-20, TBS)で洗浄後、ブロ
ッキング溶液で 1/4000 に希釈した二次抗体 (AP 
labeled anti-rabbitk IgG, Cell Signaling Technology)中、
室温で、1時間インキュベートした。TBS-Tで洗浄
後、CDP-Star Reagent を用いて化学発光を検出した。
また、ImageJ ソフトウェア (http://rsb.info.nih.gov/ij/)
を用いて、発現量の数値化を行った。 
抗体 希釈倍率 
NF-B p65 1/1000 
IB- 1/1000 
GAPDH 1/4000 
Histone H4 1/1000 
TLR9 1/1000 
iNOS 1/2000 
-actin 1/4000 
Hsp70 1/2000 
Hsp90 1/4000 
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9) Caco-2細胞内における乳酸菌および大腸菌のゲノム DNA の検出 
24 wellプレートで培養したCaco-2細胞 (2 × 105 cells/well)の培養上清を除去し、
PBS 500 l で 2回洗浄した。そして、セルスクレーパーを用いて細胞を剥離後、
回収し、FastPure DNA Kit (TaKaRa Bio)を用いて、Caco-2細胞内の DNAを抽出
した。この抽出した DNA、それぞれの乳酸菌および大腸菌の 16S rRNAをコー
ドする遺伝子に特異的なプライマー (下表の 1st primer)および KOD-Plus- 
(TOYOBO)を用いて、1回目の PCR を行った。PCR は、94℃, 2分後、94℃, 15
秒、52℃, 30秒、68℃, 1分を 30サイクル行った。1回目の PCR 産物を QIAquik 
Spin Columns (Qiagen)を用いて精製し、2nd primer (下表)および KOD-Plus-を用い
て 2回目の PCR を行った。PCR は、94℃, 2分後、94℃, 15秒、57℃, 30秒、68℃, 
30秒を 30サイクル行った。2回目の PCR 産物を 2%アガロースゲルを用いた電
気泳動により分離し、0.1 mg/ml エチジウムブロマイド溶液で染色した後、紫外
線下で DNAの検出を行った。 
 
Primers   Sequence (5'3') Target species 
1st primer 
Sense 
La Fw-1 cacttcggtgatgacgttgg L. acidophilus 
Lc Fw-1 cgagttctcgttgatgatc L. casei 
Lg Fw-1 acactagacgcatgtcta L. gasseri 
Lp Fw-1 tggtattgattggtgcttgca L. plantarum 
Lr Fw-1 acctgattgacgatggatcaccagt L. reuteri 
Anti-sense lactobacilli Rv-1 ccaccttcctccggtttgtca lactobacilli 
2nd primer 
Sense 
La Fw-2 gcttaaccgaggaactgcatcg L. acidophilus 
Lc Fw-2 tggtcggcagagtaactgttgtcg L. casei 
Lg Fw-2 gtagtgaagaaagatagaggtagtaactg L. gasseri 
Lp Fw-2 ctgttcaggtattgacgg L. plantarum 
Lr Fw-2 actgatcggccacaatggg L. reuteri 
Anti-sense lactobacilli Rv-2 ctaccagggtatctaatcc lactobacilli 
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10) TLR9 および Hsp70-siRNAのトランスフェクション 
 4種類の siRNA (下表)は、株式会社ボナックに合成を依頼した。100 M siRNA 
0.25 l に培地 250 l を添加し、室温、5分インキュベートした。この siRNA溶
液に siLentFect Lipid Reagent (Bio-Rad Laboratories) 5 l と培地 250 l を添加し、
室温、30分インキュベートした。作製したトランスフェクション mix を 24 well
プレートで培養した Caco-2細胞 (2 × 105 cells/well)に曝露し、24時間インキュベ
ートすることにより、TLR9 または Hsp70 の発現を抑制させた。 
siRNA  Sequence (5'  3') 
TLR9-siRNA 
Sense GAGCUAAACCUGAGCUACAdTdT 
Anti-sense UGUAGCUCAGGUUUAGCUCdTdT 
Scramble TLR9-siRNA 
Sense CGAUAUCGUAACGCAACAGdTdT 
Anti-sense CUGUUGCGUUACGAUAUCGdTdT 
Hsp70-siRNA 
Sense CACGGCAAGGUGGAGAUCAdTdT 
Anti-sense UGAUCUCCACCUUGCCGTGdTdT 
Scramble Hsp70-siRNA 
Sense AGAACGCUACGUAGCGAGGdTdT 
Anti-sense CCUCGCUACGUAGCGUUCUdTdT 
 
11) Lcのゲノム DNA ライブラリーの作製 
 50 l の Lcのゲノム DNA (1 mg/ml)に Sau3AI (Roche)を 37℃、一晩反応せさ
せることにより、DNAの切断を行った。2%アガロースゲルを用いた電気泳動に
よりDNAを分離した後、200 – 1000 bpの断片部分のゲルを切り出した。そして、
MonoFas DNA purification Kit (GL Sciences)を用いて、ゲルから DNAを抽出した。
次に、プラスミド pUC19 を BamHI (New England Biolabs)により制限酵素処理し
た後、calf intestinal alkaline phosphatase (CIP: New England Biolabs)により脱リン酸
化処理を行った。そして、T4 DNA ligaseを用いて、Lcゲノム DNA 断片と BamHI
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処理した pUC19 を結合させた。このプラスミドを大腸菌 DH5に形質転換し、
pUC19-Fw-315 (5’-AAAGGGGGATGTGCTGCAAGGCG-3’)、pUC19-Rv-515 
(5’-CGGGATCCCCCCGCTAGGGACC-3’)および GoTaq DNA Polymerase 
(Promega)を用いて、コロニーPCR を行った。PCR は、95℃, 2 分後、95℃, 30秒、
50℃, 30秒、72℃, 1分を 30サイクル行った。PCR 産物を 2%アガロースゲルを
用いた電気泳動により分離し、0.1 mg/ml エチジウムブロマイド溶液で染色した
後、紫外線下で DNA の検出を行った。 
 
12) 大腸菌からのプラスミドの抽出 
 アンピシリン含有培地中、形質転換体を一晩振盪培養した。プラスミドは、
Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega)を用いて、抽出した。
また、混入したエンドトキシンを除去するために、MiraCLEAN Endotoxin 
Removal Kit (TaKaRa Bio)を用いて、プラスミドの精製を行った。 
 
13) Caco-2細胞および THP-1細胞の細胞内タンパク質の抽出 
 6 wellプレートで培養したCaco-2細胞 (7 × 105 cells/well)およびTHP-1細胞 (3 
× 10
6
 cells/well)の培養上清を除去し、PBS 2ml で 2回洗浄した。1 well に対して、
Lysis biffer (R&D Systems) 300 l を添加し、セルスクレーパーで細胞を剥離後、
回収した。氷中、15分インキュベート後、遠心 (15,000 × g, 5分, 4℃)し、上清
を細胞内タンパク質抽出物とした。タンパク質濃度は、Coomassie Protein Assay 
Reagent (PIERCE)を用いて測定した。 
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14) ELISAによる COX-2発現量の測定 
THP-1 細胞の細胞内タンパク質抽出物における COX-2発現量は、human 
COX-2 ELISA kit (R&D Systems)を用いて測定した。 
 
15) DSS 誘発性大腸炎マウスの炎症の評価 
15-1) DAIの算出 
 右表に従い、体重減少、 
下痢、血便の状態をスコア化
した。そして、これら 3つを
合計し、DAIを算出した。 
 
 
15-2) 大腸の長さの測定 
 盲腸を除く、結腸および直腸の長さを測定した。測定後、大腸を細かく切断
後、タンパク質抽出用はそのまま-80℃で保存し、RNA抽出用は RNAlater (20 mM 
EDTA, 25 mM クエン酸三ナトリウム二水和物, 70%硫酸アンモニウム)中、4℃、
一晩、浸水させたのち、RNAlaterを除去し、-80℃で保存した。 
 
15-3) MPO活性の測定 
 大腸の断片を 0.5% 臭化ヘキサデシルトリメチルアンモニウム 
(Sigma-Aldrich)を含む 50 mM リン酸カリウム溶液 (pH6.0)中で、ホモジナイズし
た。この溶液を-80℃での冷凍および 4℃での解凍を 3回繰り返した。遠心 (2,000 
g, 5分, 4℃)後、上清を MPO活性の測定に用いた。タンパク質濃度は、BCA Protein 
スコア 体重 (% of day 0) 下痢 血便 
1 > 100% 正常 正常 
2 90 – 100% 軟便 便に血が付着 
3 80 – 90% 下痢便 肛門に血が付着 
4 < 80% 水様便 
肛門に血が付着 
便全体に血が付着 
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Assay Kit (TaKaRa Bio)を用いて決定した。酵素反応は、96 well プレートに 100 g
のタンパク質サンプル、50 mM リン酸緩衝液 (pH6.0)、0.167 mg/ml -ジアニシ
ジン二塩酸塩 (Sigma-Aldrich)、0.05% H2O2を添加し、30分、室温でインキュベ
ートすることにより行った。反応後、OD450を測定し、MPO標準品 (Sigma-Aldrich)
を用いた検量線により、MPO活性を算出した。 
 
15-4) MIP-2、iNOS、COX-2 mRNA発現量の測定 
 大腸の断片を ISOGEN (Nippon Gene)中でホモジナイズし、total RNAを抽出し
た。RNase-Free DNase Set (Qiagen)を用いて、DNase処理を室温、5 分行った。そ
の後、RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen)を用いて、total RNAを精製した。ReverTra Ace 
qPCR RT Master Mix (TOYOBO)を用いて逆転写した後、THUNDERBIRD SYBR 
qPCR Mix (TOYOBO)および StepOne Real-Time PCR System (Applied Biosystems)
を用いて real-time PCR を行った。内標準遺伝子である-actin で標準化した後、
各遺伝子の発現量をCt 法により算出した。結果は、生理食塩水投与群に対す
る比として表した。 
 
15-5) Hsp70発現量の測定 
 大腸の断片を PRO-PREP (iNtRON Biotechnology)中でホモジナイズし、タンパ
ク質を抽出した。タンパク質濃度は、Coomassie Protein Assay Reagent (PIERCE)
を用いて測定した。Hsp70の発現量は、ウエスタンブロット法を用いて測定した。 
 
16) ODNの rHsp90 に対する親和性の確認 
 125 l の ODN (100 M)と 125 l の PHOTOPROBE Biotin (Vector Laboratories)
を混合し、95℃、30分インキュベートした。このビオチン標識 ODN 250 l に
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250 l の Streptavidin Agarose Ultra performance (Solulink)を添加し、20分インキュ
ベートした。このアガロース樹脂の結合した ODNを PBSで 2回洗浄し、PBS 500 
l に懸濁した。この懸濁液 (10, 20, 40, 80 l)に 1 gの rHsp90 (StressMarq 
Biosciences Inc.)を添加し、1時間インキュベートした。遠心 (1,000 × g, 2 分)後、
PBS-T (0.05% Tween-20, PBS)で 3 回洗浄した。樹脂にウエスタンブロット用サン
プル緩衝液 (200 mM Tris-HCl, 12% SDS, 40%グリセリン, 0.04% BPB, 20% 2-メ
ルカプトエタノール)を添加し、95℃、5分の熱処理で、rHsp90 を溶出した。遠
心 (5,000 × g, 5分)後、上清を回収し、rHsp90 の存在をウエスタンブロットによ
り確認した。 
 
17) rHsp90 の ATPase 活性に対する ODNの阻害作用 
 rHsp90 の ATPase活性は、ATPase/GTPase Assay Kit (BioAssay Systems)を用い
て測定した。96 well プレートに 50 ng/l rHsp90、ODN (3, 10, 30 M)、1 × Assay 
buffer、1 mM ATP を添加し、30分、室温でインキュベートすることにより酵素
反応を行った。インキュベート後、OD630を測定し、無機リン酸を用いた検量線
により、ATPase活性を算出した。 
 
18) 統計解析 
 データは、平均値 ± 標準誤差 (SEM)で表した。統計解析は、Origin Pro 8.1 
(OriginLab)を用いて行った。すべての解析において、P < 0.05 を有意差ありと判
断した。 
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